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RESUMEN 

FRAGMENTOS DE ANTICUERPO ESPECIFICOS PARA EL ANTIGENO 
CARCINOEMBRIONARIO HUMANO (CEA) 

Fragmentos de anticuerpo tipo Fv de cadena sencilla (scFv) mono y divalente 
(diacuerpo), obtenidos por tecnicas de ADN recombinante a partir del anticuerpo 
monoclonal (AcM) antl-antfgeno carcinoembrionario (CEA) CB/ior-CEA.t Este AcM tiene 
muy alta afinidad por el CEA y se emplea en el diagnostico y seguimiento de tumores 
colorectales del hombre. Como el AcM original, los fragmentos scFv monovalente y 
diacuerpo exhiben altas afinidades por el CEA humano y reconocen un epitope 
dependiente de la conservaci6n de los carbohidratos. El fragmento scFv monovalente y 
diacuerpo tienen constantes de afinidad por el CEA de (5.0 ± 0.4) x 10 9 L moP 1 y (2.8 ± 
0.3) x 10 10 L moP 1 , respectivamente. Estos dos fragmentos no presentan reactividad 
cruzada con c^Iulas y tejidos humanos normales, excepto la mucosa colonica normal 
donde el CEA este ocasionalmente presente. Los fragmentos pueden producirse 
mediante la expresion en microorganismos recombinantes, a partir del clonaje de 
secuencias de acidos nucleicos codificantes para regiones variables obtenidas del 
hibridoma que produce el AcM CB/ior-CEA.1. Al igual que el AcM original, el scFv 
monovalente y el diacuerpo tienen la capacidad de identificar in vivo en ratones a celulas 
productoras de CEA humano que crecen formando tumores. El scFv monovalente y el 
diacuerpo tienen un tamafio molecular 5 y 2.5 veces inferior, respectivamente, que el AcM 
de raton y no poseen dominios Fc, lo que les confiere el potencial de penetrar mejor los 
tejidos in vivo y de ser menos inmunogSnicos en el hombre. 
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MEMORIA DESCRIPT1VA 

FRAGMENTOS DE ANT1CUERPO ESPECIFICOS PARA EL ANTIGENO 
CARCINOEMBRIONARIO HUMANO (CEA) 

CAMPO TECNICO 

La presente invenci6n se relaciona con la Rama de la Inmunologfa y en particular se 
reflere a fragmentos de anticuerpo tipo Fv de cadena sencilla, en sus formas mono y 
divalente (diacuerpo), obtenidos por tecnicas de ADN recombinante a partir de un 
anticuerpo monoclonal de rat6n de eficacia clfnica probada, que es especffico para el 
antfgeno carcinoembrionario humano. 

ANTECEDENTES DE LA IIMVENCION 

El antfgeno carcinoembrionario (CEA) es una giicoprotefna de unos 180 kDa de peso 
molecular, secretada preferentemente por las cSlulas de los tumores humanos del tracto 
gastrointestinal y de otros carcinomas, aunque tambien se puede detectar en algunos 
tejidos no malignos como la mucosa col6nica. Su rol fisio!6gico no ha sido totalmente 
dilucidado, y hasta el momento se cree que esta asociado de alguna forma a los procesos 
de adhesion celular. (Gold P, Freedman SO. Journal of Experimental Medicine 122: 467; 
1965; Zimmermann W et al. PNAS USA 84: 2960-2964; 1987; Paxton RJ et al. PNAS 
USA 84: 920-924, 1987; Beauchemin N et al. Molec. Cellular Biol. 7: 3221-3230, 1987; 
Gold P, Goldenberg NA. MJM 3:46-66, 1997). 

EI CEA es un integrante de la superfamilia de las inmunoglobulinas, debido a su 
estructura caracterizada por dominios repetitivos (Oikawa S et al. BBRC 144: 634-642, 
1987; Thompson J, Zimmermann W. Tumour Biology 9: 63-83, 1988; Hammarstrom S. 
Seminars in Cancer Biology 67-81, 1999). El CEA tiene una alta homologfa con otras 
moteculas de esta superfamilia, tales como el NCA, el antfgeno del meconio, la 
Giicoprotefna biliar tipo A, y la Giicoprotefna b especlfica del embarazo (von Kleist S, 
Burtin P. Immunodiagnosis of Cancer. Marcel Dekker. 322-341, 1979; Buchegger, F. et al. 
int. J. Cancer 33; 643-649, 1984; Matsuoka Y et al. Cancer Res. 42:2012-2018, 1982; 
Svenberg T. Int J. Cancer 17:588-596, 1976). 

La elevacion en los niveles de CEA circulantes se considera desde hace muchos afios 
como uno de los mejores indicadores de una posible recidiva y/o de metastasis, en 
pacientes operados de tumores primarios colorectales que expresen este antfgeno (Gold 
P, Goldenberg NA. MJM 3:46-66, 1997). La medicion de CEA circulante se ha extendido 
tambten como m§todo para el seguimiento de otros carcinomas humanos (mama, 
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pulmdn), en los casos en que se hayan podido demostrar niveles pre-operatorios 
significativos deeste marcador tumoral (Gold P, Goldenberg NA. MJM 3:46-66, 1997). 
Desde el descubrimiento de la tecnologfa de generation de anticuerpos monoclonales 
(AcM; Kohler G, Milstein C. Nature 256:52-53, 1975), los inmunoensayos para la medicion 
del CEA circulante han ganado en especlficidad y su uso se ha difundido 
extraordinariamente. 

El CEA se ha estudiado tambien desde hace muchos afios como una poslble "diana 
celular" con vistas a dirigir especfficamente is6topos radiactivos para el diagnostico in vivo 
(Goldenberg DM Int. J. of Biol. Markers 7; 183-188, 1992) y la radioterapia in situ 
(Ledermann et al., Int. J. Cancer 47; 659-664, 1991). Tambten se contempla su uso para 
dirigir toxinas, drogas y otros productos bioactivos hacia las celulas tumorales (Bagshawe 
KD. Drug Dev. Res. 34:220-230, 1995). 

Los anticuerpos anti-CEA han sido los vehfculos empleados por excelencia para estos 
fines, comenzando con preparaciones policlonales, para seguir posteriormente con AcM 
de rat6n, sus fragmentos Fab, fragmentos de anticuerpos obtenidos por ingenierfa 
genetica a partir de los AcM de raton y mas recientemente de bibliotecas de anticuerpos 
murinos y humanos desplegadas en fagos filamentosos (Hammarstrom S et al. Cancer 
Res. 49, 4852-4858, 1989; Hudson PJ Curr. Opinion Immunology 11:548-557, 1999; 
Griffiths AD et al. EMBO J. 12, 1993; 725-734; Griffiths AD et al. EMBO J. 13 3245-3260, 
1994; W093/11236; Chester K et al 1995, WO 95/15341; Allen DJ et al. 1996, 
US5872215). 

La expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en celulas procariotas como la 
E. coli y en otros microorganismos este bien establecido en el arte (Pluckthun, A. 
Bio/Technology 9: 545-551, 1991; Gavilondo J, Larrick JW. Biotechniques 29: 128-132, 
134-136, 2000). La expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en celulas 
eucariotas superiores en cultivo tambten es conocida para aquellos diestros en el arte 
(Reff ME. Curr. Opinion Biotech. 4: 573-576, 1993; Trill J J et al. Curr. Opinion Biotech 6: 
553-560, 1995). 

El AcM de rat6n denominado indistintabmente como CB-CEA.1 o ior-CEA.1 (referido 
desde ahora como CB/ior-CEA.1) es conocido a partir del estado del arte. Este AcM 
posee una alta especlficidad para el CEA humano, no presenta reacciones cruzadas 
indeseables con mol6culas como el NCA, ni reconoce tejidos normales, excepto las 
celulas del epitelio normal de colon, donde el CEA se puede encontrar habitualmente 
presente y polarizado (Tormo B et al. APMIS 97: 1073-1080, 1989). Este AcM tiene muy 
alta afinidad por el CEA (Perez L et al. Applied Biochem. Biotechnol. 24: 79-82, 1996). Este 
AcM marcado con 99m Tc ha sido empleado exitosamente en el diagnostico y seguimiento 
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de tumores colorectales del hombre. Los estudios clfnicos de radioinmunodeteccion 
diagnbstica demostraron que posee un 91.3% de sensibilidad, un 77.1% de especificidad, 
y un 82.8% de valor predicitvo positivo (Oliva JP et al. Rev Esp Med Nucl. 13:4-10, 
1994). EHo lo hace superior en desempeno al Onico otro anticuerpo monoclonal anti-CEA 
empleado actualmente en la clfnica en el mundo para estos fines, el CEA-Scan ( 99m Tc- 
Arcitumomab) de Immunomedics (Morris Plains, NJ, EEUU). 

En 1992 se reportd el desarrollo de un itagmento de anticuerpo Fv de cadena sencilla 
(scFv), derivado mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP) a partir de ARN 
extrafdo del hibridoma productor del AcM CB/ior-CEA.1 (Ayala M et al. Biotechniques 13: 
790-799, 1992). En la estrategia experimental seguida, la amplificaci6n de los dominios 
variables del CB/ior-CEA.1 se realizd con oligonucle6tidds degenerados para las regiones 
marcos de ambos dominios variables. El scFv se produjo en E. coli y demostro reconocer 
el CEA en ELISA y en estudios de citoqufmicos, pero con una afinidad por el antigeno 
inmovilizado unas 200 veces inferior al Fab obtenido por via natural (P6rez L et al. Applied 
Biochem. Biotechnol. 24: 79-82, 1996). Este mismo fragmento scFv se clon6, expres6 y 
produjo en Pichia pastoris (Freyre FM et al. J Biotechnol. 76(2-3): 157-163, 2000) sin que 
se produjeran mejoras en la afinidad por el CEA humano, y los estudios realizados en 
animales de experimentaci6n con el fragmento radiomarcado indicaron una 
biodistribuci6n anomala (Pimentel GJ et al. Nucl Med Commun. 22:1089-94, 2001), por Io 
que no se continuo su desarrollo ulterior. 
ESENCIA DE LA INVENCION 

La presente invenci6n se refiere a fragmentos de anticuerpo tipo Fv de cadena sencilla 
(scFv), en sus formas mono y divalente (diacuerpo), obtenidos por tecnicas de ADN 
recombinante a partir del anticuerpo monoclonal (AcM) anti-antfgeno carcinoembrionario 
(CEA) CB/ior-CEA.1(Tormo B et al. APMIS 97: 1073-1080, 1989). Este AcM tiene muy alta 
afinidad por el CEA (P6rez L et al. Applied Biochem. Biotechnol. 24: 79-82, 1996) y ha sido 
empleado exitosamente en el diagn6stico y seguimiento de tumores colorectales del 
hombre (Oliva JP et al. Rev Esp Med Nucl. 13:4-10, 1994). . Los fragmentos scFv 
monovalente y diacuerpo reportados en la presente invenci6n pueden producirse 
mediante su expresion en microorganismos recombinantes, como bacterias y levaduras. 
Al igual que el AcM original, los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo son 
especfficos para un epitope del CEA humano que depende de la conservaci6n de los 
carbohidratos y exhiben altas afinidades por este antfgeno. Los fragmentos scFv 
monovalente y diacuerpo tienen un patr6n de reconocimiento in vitro de celulas y tejidos 
humanos normales y tumorales semejante al del AcM original y, como este, una vez 
radiomarcados poseen la capacidad de identificar c6lulas tumorales que expresan CEA 
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humano creciendo como tumores en ratones atfmicos cong6n'rtos. Los fragmentos scFv 
monovalente y diacuerpo no poseen dominios Fc y poseen tallas moleculares inferiores 
que el AcM de rat6n, lo que les conflere el potencial de penetrar mejor los tejidos in vivo y 
de ser menos inmunog§nicos al ser aplicados en el hombre con prop6sitos diagnosticos o 
terapeuticos. 

Los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo reportados en esta invention poseen 
importantes diferencias de aminoacidos en los dominios variables de cadena pesada (VH) 
y ligera (VL), respecto a otro fragmento scFv desarrollado previamente a partir del mismo 
AcM, y lo superan en afinidad por el CEA, en desempeno para el reconocimiento de 
c6lulas y tejidos, y en eficacia para la localizaci6n de tumores que producen CEA humano 
creciendo in vivo en ratones. 

Los fragmentos de anticuerpo recombinantes scFv monovalente y diacuerpo reportados 
en esta invenci6n se desarrollaron empleando la RCP y tecnicas de clonaje y expresidn 
en microorganismos recombinantes, a partir del ARN extrafdo del hibridoma CB/ior- 
CEA.1. Para la amplificacibn y aislamiento de las secuencias de bases codificantes de los 
dominios VH y VL del AcM se emplearon juegos de oligonucleotides diferentes a los 
usados para obtener un scFv antes reportado (Ayala et al. Biotechniques 13: 790-799, 
1992). En la invenci6n se muestra que los nuevos scFv monovalente y el diacuerpo 
poseen importantes diferencias en la secuencias de aminoacidos de los dominios VH y 
VL, respecto a un scFv obtenido previamente, y que estos se manifiestan en la forma de 
16 aminoacidos entire los marcos 1 y 3 (FR3) y la regidn determinate de la 
complementaridad 2 (CDR2) del dominio VH diferentes respecto al scFv obtenido 
previamente, y 3 aminoacidos entre el FR1 y FR3 del dominio VL distintos respecto al 
scFv obtenido previamente. Ello indica que estos dominios tienen probablemente un 
origen clonal diferente a los reportados en Ayala et al. Biotechniques 13: 790-799, 1992. 
En el caso del diacuerpo, este se diferencia del scFv obtenido previamente tambi6n en el 
tamafio y la composition aminoaefdica del segmento de uni6n (linker) que se emplea en 
la fabricaci6n de la molecula tipo scFv. 

Estos cambios se reflejan de forma sorprendente en las propiedades bioqufmicas y 
biologicas de los nuevos fragmentos, y le otorgan un comportamiento muy similar al AcM 
CB/ior-CEA.1 y muy superior al del scFv reportado anteriormente. El nuevo fragmento 
scFv monovalente, que posee id§ntico segmento de union (linker) que el scFv antes 
reportado (Ayala et al. Biotechniques 13: 790-799, 1992) pero los cambios de aminoacidos 
en los dominios variables mencionados anteriormente, tiene una constante de afinidad 
por el CEA humano muy superior a la exhibida por el scFv antes reportado. A su vez, el 
diacuerpo supera en constante de afinidad por el CEA humano a las dos formas scFv 
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monovalentes. Los dos nuevos fragmentos scFv monovalente y diacuerpo conservan las 
propiedades de especificidad del AcM original en cuanto a reconocimiento del CEA, 
identificacidn de c6Iulas y tejidos tumorales, ausencia de reactividad cruzada con el NCA 
y capacidad de acumularse selectivamente en un tumor productor de CEA humano 
transplantado en ratones, todo ello con un desempeno muy superior al scFv obtenido 
previamente. 

Los dos nuevos scFv monovalente y diacuerpo tienen, respectivamente, tamanos 
moleculares al menos 5 y 2.5 veces menores que el AcM original, lo que les confiere el 
potencial para penetrar mejor los tejidos y ser menos inmunog6nicos en el humano, todo 
lo cual los hace mas atractivos y presumiblemente superiores que AcM original CB/ior- 
CEA.1 para dirigir radiois6topos, drogas, toxinas y otros elementos bioactivos a tumores 
que expresan el CEA humano. 

En la presente invencion se demuestra como es posible amplificar mediante la RCP los 
dominios variables VH y VL del AcM CB/ior-CEA.1 empleando oligonucleotides sinteticos 
que hibridan en las secuencias de bases que codifican para los p6ptidos sefiales y 
dominios constantes CH1 y Ck. Se muestra tambten como es posible ensamblar los 
dominios variables VH y VL amplificados, en este orden, mediante la RCP y obtener 
diferentes formas de fragmentos scFv manipulando el tamano del segmento de uni6n 
(linker) que conecta estos dominios. Empleando 14 aminoScidos se origina una forma 
scFv monovalente, y reduciendo estos a cinco se produce una forma scFv tipo diacuerpo. 
En la invenci6n se demuestra que es posible expresar los fragmentos scFv monovalente 
y diacuerpo en la bacteria E. coli y en la levadura Pichia pastoris y que estos fragmentos 
identifican in vitro de forma especifica el CEA humano unido o no a c6Iulas tumorales. En 
la presente invencion tambien se demuestra que el scFv monovalente y el diacuerpo 
radiomarcados identifican in vivo celulas tumorales que expresan CEA humano y que 
crecen como tumores en ratones, exhibiendo un comportamiento muy semejante al del 
AcM CB/ior CEA.1, y un desernpefio muy superior al del scFv obtenido previamente. En 
la presente invencidn tambien se muestran metodos para purificar y caracterizar los 
nuevos fragmentos scFv monovalente y diacuerpo. 

Los fragmentos de anticuerpo descritos en esta invenci6n son titiles para su aplicacidn en 
el diagnostico y terapia del cancer, con las ventajas de que provienen de un AcM de 
probada eficacia clfnica, y de que su menor tamano y ausencia de dominio Fc permiten 
tanto una mejor penetracion en tejidos, como su uso en tratamientos repetidos por su 
menor capacidad de induccion de una respuesta humana antMnmunoglobulina de rat6n 
(HAMA; Schroff et al. Cancer Res 45: 879-885, 1985; DeJager et al. Proc. Am. Assoc. 
Cancer Res. 29:377, 1988). Las respuestas HAMA son inconvenientes para el tratamiento 
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ya que llevan a la neutralizaci6n del efecto biologico del anticuerpo administrado, la 
consiguiente disminucion de la dosis, y pueden causar respuestas atergicas, enfermedad 
del "suero" y afectaciones renales. 

TERMINOLOGIA 

Anticuerpos y sus Fragmentos Especlficos 

Los terminos describen una inmunoglobulina o partes de esta con especificidad 
antig6nica, ya sean naturales o producidas parcial o totalmente de forma sintetica. Los 
terminos cubren tambten cualquier polipeptido o protefna que posea un dominio de union 
que sea el dominio de uni6n del anticuerpo, u homologo a este. Estos pueden ser 
producidos de forma natural o sintetica, y en este tiltimo caso de manera total o parcial. 
Ejemplos de anticuerpos son las diferentes clases y subclases de inmunoglobulinas, y de 
fragmentos aquellos contienen uno o mas dominios de uni6n al antlgeno tales como Fab, 
scFv, Fv y los diacuerpos. 

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos incluyen cualquier polip6ptido que 
comprenda un dominio de uni6n de inmunoglobulina, ya sea natural o producido de forma 
sint6tica, tanto total como parcialmente y moleculas quim§ricas que comprendan un 
dominio de union de inmunoglobulina, o su equivalente, fusionado a otro poIipSptido. 
Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la 
funci6n de unir antlgenos. Ejemplos de fragmentos de uni6n son: (i) el fragmento Fab que 
incluye los dominios VL, VH, CLy CH1 de una inmunoglobulina; (ii) el fragmento Fd , que 
consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv, que consiste en los dominios VL 
y VH de un tinico anticuerpo; (iv) el fragmento scFv , donde los dominios VH y VL de un 
unico anticuerpo se unen con un segmento de uni6n peptfdico (linker) que permite a los 
dos dominios asociarse para formar un sitio de uni6n al antfgeno (Bird et al, Science 242: 
423-426, 1988; Huston et al, PNAS USA 85: 5879-5883, 1988); (v) "diacuerpos", 
fragmentos multivalentes o multiespecificos construfdos de forma similar al scFv, pero 
donde el pequefio tamafto del linker no permite a los dominios VH y VL de una misma 
motecula scFv asociarse entre si, y los sitios de union al antfgeno se forman mediante la 
asociaci6n de dos o m£s scFv (WO94/13804; Holliger P et al. PNAS USA 90 6444-6448, 
1993); (vi) otros fragmentos como el dAb (Ward SE et al., Nature 341: 544-546, 1989), 
regions CDR aisladas, fragmentos F(ab') 2 y dfmeros biespecfficos de scFv 
(PCT/US92/09965; Holliger P, Winter G. Current Opinion Biotechnol. 4: 446-449, 1993; 
de Haard, H et al. Adv. Drug Delivery Rev. 31:5-31, 1998). 

Los diacuerpos y los scFv se pueden construir sin region Fc, usando s6lo los dominios 
variables, reduciendo potencialmente los efectos de reacciones anti-isotipo al ser 
suministrados a humanos. Tambien son particularmente Otiles al poderse producir en 
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E.coll y en levaduras recombinantes. Su tamafio menor al de una inmunoglobulina 
completa los dota de una mayor penetrabilidad potencial en Ios tejidos. 
Sitio de union al antfgeno 

Este termino describe la parte de un anticuerpo que comprende el Srea que interactiia 
especfficamente con todo un antfgeno o parte del. Cuando el antfgeno es grande, un 
anticuerpo puede unirse s6lo a una parte particular del antfgeno, cuya parte se denomina 
epitope. Un sitio de uni6n de un anticuerpo puede ser proporcionado por uno o mas 
dominios variables de un anticuerpo. Preferiblemente, un sitio de union a antfgeno 
comprende la region (o dominio) variable de cadena ligera (VL) y la regi6n (o dominio) 
variable de cadena pesada (VH) de un anticuerpo. 
Especffico 

Se refiere a la situacion en la cual un anticuerpo o fragmento de este no presenta una 
uni6n signrRcativa a otras moleculas diferentes de su pareja de union especffica. Este 
t&rmino es tambien aplicable al caso donde un sitio de uni6n a antfgeno es especffico 
para un epitope particular que aparece en un numero de antfgenos relacionados o no, en 
cuyo caso el sitio de union sera capaz de unirse a varios antfgenos de porten el epitope. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Mediante la presente invencibn se obtienen moleculas polipeptfdicas especfficas 
formadas por uno o mas sitios de uni6n al antfgeno, provenientes de un AcM de raton que 
es especffico para el CEA humano. El sitio de union al antfgeno se ensambla en la forma 
de fragmento de anticuerpo monovalente, divalente u otras, segiin la forma en que la 
mol£cula polipetfdica sea construida. 

La mol§cula polipeptfdica en forma de fragmento scFv monovalente especffico para el 
CEA humano exhibe una constante de afinidad para este antfgeno de (5.0 ± 0.4) x 10 9 L 
mor 1 , y comprende dominios VH y VL unidos en ese orden por un segmento de uni6n 
(linker) de 14 aminoScidos, con una secuencia de amino£cidos como la que se presenta 
en la SEC ID No. 16. 

La molfecula polipeptfdica en forma de fragmento scFv divalente (diacuerpo) especffico 
para el CEA humano exhibe una constante de afinidad para este antfgeno de (2.8 ± 0.3) x 
10 10 L mor 1 , y comprende el apareamiento de dos moleculas identicas formada cada una 
por dominios VH y VL unidos en ese orden por un segmento de uni6n (linker) de cinco 
aminoScidos, con una secuencia de aminoacidos como la que se presenta en la SEC ID 
No. 17. 

En otro aspecto de la invencion, los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo no se 
unen, o no lo hacen de manera significativa, con tejidos normales o con celulas de los 



9 



siguientes tejidos normales: hfgado, rin6n, pulm6n, testfculos, sangre, bazo, pancreas y 
sangre. En el caso de la mucosa co!6nica, los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo 
reaccionan exclusivamente con los productos de secrecidn luminal y en zonas apicales 
de algunas gtendulas. La ausencia de reactividad de los fragmentos scFv monovalente y 
diacuerpo con linfocitos y neutr6filos normales es indicativo de que no existe un nivel 
importante reactividad cruzada con el antfgeno NCA (von Kleist S, Burtin P. 
Immunodiagnosis of Cancer. Marcel Dekker. 322-341, 1979; Buchegger, F. et al. int. J. 
Cancer 33; 643-649, 1984). 

Los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo pueden unirse a CEA soluble, CEA 
adsorbido en superficies solidas, o CEA asociado a c6lulas que lo producen, y a tejidos 
tumorales entre los que sobresalen los adenocarcinomas colorectales, de mama, de 
pulmdn, de pancreas y de estomago humanos. Los fragmentos scFv monovalente y 
diacuerpo y el AcM CB/ior-CEA.1 se unen a CEA soluble y adsorbido a superficies s6lldas 
de forma dependiente de la conservation de la glicosilacion del CEA humano, lo que 
sugiere que los carbohidratos de este antfgeno estan implicados en el reconocimiento. 
Moleculas polipeptfdicas derivadas de los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo 
reportados en esta invencion y que retengan la capacidad de unir CEA, la afinidad 
reportada para estos, reconocimiento epitopico especffico y desempeno bioldgico y 
bioqufmico semejantes y equivalentes a los fragmentos descritos en esta invencion son 
consideradas formas variantes equivalentes y estan contenidas en la presente invencion. 
Estas moleculas polipeptfdicas pueden tomar la forma de otros fragmentos de anticuerpo 
recombinantes, como scFv donde el dominio VL este antepuesto al VH, o fragmentos 
Fab, Fab\ F(ab , )2, Fabc, Facb, scFv trimericos y tetram§ricos, etc. (Winter G, Milstein C. 
Nature 349: 293-299,1991; WO94/13804; de Haard, H et al. Adv. Drug Delivery Rev. 
31:5-31, 1998), y se usen otros segmentos de union (linkers) conocidos en el estado del 
arte. Tambien pueden estar en la forma de moleculas de anticuerpo biespecfficas, donde 
una porci6n de las mismas conserven su especificidad para CEA, y otra tenga una 
especificidad diferente. 

Estan igualmente contenidas en la presente invenci6n aquellas formas variantes de los 
fragmentos scFv monovalente y el diacuerpo que cumplan con las caracterfsticas 
descritas en los parrafos anteriores, y que hayan sido derivadas de la llamada 
"humanizacidn por reduccion de la inmunogenicidad", en que epftopes B y T presentes en 
los dominios variables son modificados de forma que no alteran la especificidad del 
reconocimiento antigenico, pero reducen la inmunogenicidad de la molecula resultante en 
el humano, por ejemplo, como es revelado en Carr FJ et al. 2000 EP 983303A1 y en 
Rodriguez Perez R et al. US 5712120-A. Igualmente se consideran formas variantes 
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contenidas en esta invenci6n aquellas producidas por el llamado "transplante de CDR" en 
que las secuencias de CDR de un primer anticuerpo son colocadas en el marco de 
secuencias que no son de ese anticuerpo, por ejemplo, como es revelado en EP-B- 
0239400, EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400, y que retengan la capacidad de 
unir CEA con afinidad similar, capacidad de competencia, reconocimiento epitopico 
particular y desempeno bio!6gico y bioqufmico semejante y equivalente a los fragmentos 
scFv monovalente y diacuerpo descritos en esta invencion. 

Adem&s de las secuencias de anticuerpo, las moleculas polipeptfdicas contenidas en esta 
invenci6n pueden comprender otros aminoacidos que formen un peptido o un polip6ptido, 
o que afiadan a la motecula una caracterfstica funcional diferente de la de unir al antfgeno 
CEA, como por ejemplo una marca para purificarlas o ser identificadas, una enzima o sus 
fragmentos, un modificador de la respuesta bioldgica, una toxina o droga, y asf 
sucesivamente. 

De acuerdo a esta invencion los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo pueden ser 
suministrados de forma aislada o purificada. 

La presente invenci6n preve el uso de alguna de las mol§culas polipeptfdicas descritas 
arriba como un reactivo diagn6stico para formas de cancer humano que expresan el CEA, 
como por ejemplo, los adenocarcinomas de colon, pulm6n o mama, y otros. 
las mol6culas polipeptfdicas especfficas al CEA descritas arriba pueden ser 
radiornarcadas y empleadas como agentes para obtener im£genes para demostrar de 
forma especffica la presencia y localization de tumores que expresan CEA en el hombre. 
La presente invencion proporciona un metodo de determinar la presencia de una celula o 
tumor que expresen CEA, siendo el m6todo el poner en contacto las c£lulas con una 
molecula polipeptidica como las descritos, y determinando la uni6n de estas a las c6lulas. 
El metodo puede ser desarrollado in vivo, o en una muestra de celulas removidas del 
cuerpo, ya sea in vitro o ex vivo. 

La presente invencion proporciona un m§todo para la union de una mol6cula polipeptidica 
como las descritas antes, al CEA humano. Esta union puede tener lugar in vitro, ex vivo o 
in vivo. Si la uni6n es in vivo, el metodo puede comprender la administraci6n de la 
motecula polipeptidica a un mamffero, sea uno o varios individuos. Como se demuestra 
experimentalmente aquf, los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo de acuerdo a esta 
invenci6n se unen al CEA humano expresado por c6Iulas tumorales de rat6n 
transfectadas, que crecen como tumores una vez trasplantadas a ratones, 
proporcionando un modelo experimental titil para el estudio, la investigacidn y el 
desarrollo de moleculas con union especffica y de sus propiedades. 
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Las reactividades de los anticuerpos sobre muestras celulares se pueden detectar 
mediante cualquier medio apropiado. Su marcaje con moteculas reporteras individuates 
es una posibilidad. Las moleculas reporteras pueden generar senates capaces de ser 
detectadas de forma directa o indirecta y preferentemente medibles. La uni6n de las 
moteculas reporteras puede ser directa o indirecta, covalente o no covalente. La uni6n 
mediante un enlace peptfdico puede resultar de la expresi6n recombinante de una fusidn 
g6nica que una al anticuerpo y la molecula reportera. La forma de determiner la uni6n no 
es una caracteristica de la presente invenci6n y aquellos diestros en el arte son capaces 
de escoger un modelo adecuado de acuerdo a su preferencia y conocimientos generates. 
Cuando se use un radioniiclido como 125 1, 111 ln o 99m Tc para marcar los fragmentos scFv 
monovalente y diacuerpo y sus formas variantes equivalentes, si estos se localizan 
preferiblemente en el tumor, y no en los tejidos normales, la presencia del marcaje 
radioactivo en ei tejido tumoral puede ser detectado y cuantificado usando una cSmara 
gamma. La calidad de la imagen del tumor obtenida se correlaciona directamente con la 
relaci6n senalrfondo (Goldenberg DM. Int. J. of Biol. Markers 1992, 7; 183-188). El uso 
experimental de 125 l se ejemplifica en el texto. 

La presente invenci6n tambien ofrece elementos para que los fragmentos scFv 
monovalente y diacuerpo y sus formas variantes equivalentes, como descritos antes, 
puedan ser empleados como un reactivo terap6utico, por ejemplo, cuando se acoplan, 
cojugan o unen a moleculas con poder terapeutico, o se generan como una protefna 
recombinante de fusi6n. Los fragmentos scFv monovalente y diacuerpo y sus formas 
variantes equivalentes de acuerdo a la presente invencion pueden ser usados para dirigir 
una toxina, radiactividad, celulas T y NK, u otras moteculas a tumores que expresan CEA, 
o para desarrollar una respuesta anti-idiotfpica en el organismo que pueda conducir a un 
efecto terap§utico deseado. De acuerdo a ello, otros aspectos de la invenci6n 
proporcionan elementos para nrtetodos de tratamiento que comprenden la administraci6n 
de un fragmento scFv monovalente, diacuerpo o sus formas variantes equivalentes como 
medicamentos o composiciones farmaceuticas. 

De acuerdo a la presente invenci6n, las composiciones pueden ser administradas a 
individuos, preferiblemente en una cantidad "terapeuticamente efectiva" suficiente para 
demostrar un beneficio al paciente, en forma del mejoramiento de al menos un sfntoma. 
Detalles relativos a la cantidad a administrar, la frecuencia e intervalos de administration, 
dependeran de la naturaleza y severidad de la enfermedad que es tratada, y estas 
decisiones son la responsabilidad de especialistas y otros doctores en medicina. Las 
dosis apropiadas de un anticuerpo son bien conocidas en el arte (Ledermann J. A. et al. 
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Int J. Cancer 47: 659-664, 1991; Bagshawe KD et al. Antibody, Immunoconjugates, and 
Radiopharmaceuticals 4: 915-922, 1991). 

Una composicidn puede administrate aisladamente o en combinaci6n con otros 
tratamientos, ya sea de forma simultanea o secuencial dependiente de la enfermedad que 
vayaasertratada. 

Las composiciones farmaceuticas de acuerdo a la presente invencion, y para ser 
empleadas de acuerdo a la presente invenci6n, pueden comprender, ademas del 
ingrediente activo, un excipiente, tampon, estabilizador o "carrier" farmaceutico 
aceptados, u otros materiales bien conocidos para aquellos diestros en el arte. Estos 
materiales no deben ser toxicos, no deben interferir con la eficacia del ingrediente activo y 
su naturaleza precisa puede depender de la ruta de administration, sea oral, o por 
inyecci6n, por ejemplo, endovenosa. 

Los fragmentos scFv monovalente, diacuerpo y sus formas variantes equivalentes de 
acuerdo a la presente invencion pueden ser fabricados por la expresion del acido nucleico 
que lo codifica. El acido nucleico que codifica para cualquiera de las moleculas 
polipeptidicas descritos antes forma parte de la presente invencion, como tambien un 
metodo para la expresion de dicho acido nucleico. En una realization preferente, el £cido 
nucleico puede codificar para las secuencias de aminoacidos que se muestran en las 
SEC ID No. 16 y 17. 

Para la expresi6n recombinante de los fragmentos scFv monovalente, diacuerpo y sus 
formas variantes equivalentes se pueden escoger o construir vectores apropiados que 
contengan las secuencias regulatorias adecuadas al caso, incluyendo promoter, 
terminador, aumentador (enhancer), poliadenilacion, genes marcadores y otras 
secuencias pertinentes. Los vectores pueden ser plasmidios. Muchas tecnicas y 
protocolos conocidos para la manipulaci6n de acidos nucleicos, por ejemplo, la 
preparaci6n de construcciones de acidos nucleicos, la reacci6n en cadena de la 
polimerasa, la mutagenesis, la secuenciacion, la introduccion de ADN en celulas y la 
expresion de genes, el analisis de protetnas, y otras se describen en detalle en varias 
referencias, como Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al. v 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 6 Short Protocols in Molecular Biology, 
Second Edition, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992 6 Erlich HA PCR 
Technology, Stockton Press, 1989. Las revelaciones que aparecen en estas referencias 
se incorporan en este documento mediante su cita. 

Otro aspecto de la presente invencion proporciona una celula hospedera conteniendo un 
acido nucleico forSneo y los m6todos para introducir dicho £cido nucleico en una c6lula 
hospedera. La introduccion puede emplear cualquiera de las tecnicas existentes para ello. 
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Para las c6lulas bacterianas y de levaduras, esta tecnica puede ser la electroporacion. A 
la introduccidn puede seguir el provocar o permitir la expresion del acido nucleico, por 
ejemplo, cultivando las celulas hospederas bajo condiciones propicias para la expresion 
del gen. En una realization, el acido nucleico de la invenci6n se integra en el genoma de 
la celula hospedera. 

Luego de su producci6n, los fragmentos scFv monovalente, diacuerpo y sus formas 
variantes equivalentes pueden ser usados en cualquiera de las formas reveladas aquf, 
tales como en la formulaci6n de una composici6n como un farmaceutico, o un producto 
diagndstico, tal como un juego de reactivos que comprenda ademas del miembro de 
union especffica uno o mas reactivos para determinar la uni6n del miembro a c§lulas o a 
CEA no unido a c&lulas, como discutido antes. 

Otros aspectos ulteriores de esta invention y sus realizaciones seran aparentes para 
aquellos expertos en el arte. Para que se comprenda completamente la presente 
invencibn, se proporcionan ejemplos solo para ejemplificar y no para limitar la extension y 
alcance de la misma. Se hace referenda a las siguientes figuras: 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

FIGURA 1: se presenta un esquema del vector pJG-1m empleado para la expresion del 
scFv monovalente y el diacuerpo en E. coli. Correspondiente a la zona del vector 
marcada con la barra horizontal gruesa, se presentan en la figura las secuencias de 
bases del sitio de clonaje para fragmentos, el p§ptido c-myc, el dominio de 6 histidinas y 
algunas regiones inter y post dominios (SEC ID No. 13). 

FIGURA 2: se presentan los alineamientos de las secuencias de aminoacidos (en codigos 
de una letra) deducidas de las obtenidas de nucleotides para (1) el fragmento scFv 
monovalente (SEC ID No. 16) y (2) el fragmento scFv divalente (diacuerpo) (SEC ID No. 
17). El orden de los dominios en ambas construcciones es VH-segmento de union-VL. 
Aparecen en negritas los aminoacidos de los segmentos de uni6n empleados en cada 
una de las dos mol£culas. 

FIGURA 3: se ejemplifica el reconocimiento de: (A)AcM CB/ior-CEA.1, (B) scFv 
monovalente, y (C) diacuerpo, por el CEA expresado en celulas tumorales AsPC-1 (ATCC 
CRL-1682) de cultivo, mediante la tecnica de inmunofluorescencia indirecta. En A, B y C 
se observa la fluorescencia caracteristica de membrana y del citoplasma cercano a esta. 
El aumento es de 200x. 

FIGURA 4: se presenta el perfil cromatogrSfico de la digestion proteolftica del diacuerpo 
y la asignacion de peptidos trfpticos obtenidos por espectromterfa de masas. Arriba : Perfil 
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cromatogrSfico de la digesti6n trfptica del diacuerpo. Abaio : Tabla resumen de la 
asignaci6n de los pSptidos tripticos del diacuerpo. M/z exp: masa experimental; mlz 
te6rica: masa teorica; Z: carga. En los espectros obtenidos no se detectaron senates que 
correspondieran a cistefnas incorrectamente enlazadas. 

FIGURA 5: se resume la veriflcaci6n de la secuencia de aminoScidos del diacuerpo (SEC 
ID No. 21). En letras negritas se destacan las regiones de la secuencia de la protefna que 
fueron verificadas por espectrometrfa de masas, y en itelicas aquellas zonas de las 
secuencia que no se recuperaron luego de la digesti6n trfptica. Las zonas en negritas 
coinciden totalmente con la secuencia de amino£cidos deducida de las secuencia de 
bases del diacuerpo.Tambten se aprecian en la porcion C-terminal la secuencia del 
peptido c-myc y de las seis histidinas finales, que aporta el vector pJG-1m (FIGURA 1). 
FIGURA 6: se presenta el porciento de la dosis inyectada por gramo de tejido, despu§s 
de 24 (barras rayadas) y 48 (barras sin rayar) horas de ser inoculadas a ratones con 
tumores que expresan CEA humano las siguientes mol6culas radiomarcadas con 125 I: de 
izquierda a derecha y en grupos de cuatro dobles barras: (a) diacuerpo, (b) scFv, (c) F3 y 
(d) AcM CB/ior-CEA.1. Cada barra representa la media de los conteos recuperados de los 
organos recuperados de 12 ratones. Los resultados en demuestran que entre las 24 y 48 
horas, la relaci6n de radiactividad en tumonradiactividad en sangre se mantiene alta para 
el diacuerpo, el scFv, y el AcM, con los mayores valores para este ultimo, seguido por la 
molecula dim§rica. El F3 mostro valores muy bajos, con un comportamiento in vivo 
inadecuado que se puede correlacionar con su afinidad disminufda por el CEA. 

Todos los documentos mencionados aquf son incorporados por referenda. 
EJEMPLOS DE REALIZACI6N 

EJEMPLO 1. Amplificacidn por RCP, clonaje y secuencia de los dominlos variables 
del AcM CB/ior-CEA.1 

Procedimiento (a) Purificaci6n de ARN v amplificaci6n de reaiones variables 

Se extrajo ARN total a partir de 10 6 celulas del hibridoma de rat6n CB/ior-CEA.1 (Tormo 
B. et al. APMIS. 97: 1073-1080, 1989) con el reactivo TriPure™ (Boehringer-Mannheim). 
Se sintetiz6 el ADN complementario (ADNc) mediante el juego First-Strand cDNA 
Synthesis for RT-PCR (Boehringer-Mannheim), usando oligo dT como cebador. 
Se utilizo la tecnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) para la 
amplification especffica de los genes de los dominios variables de cadena pesada y 
ligera. Los oligonucle6tidos sinteticos empleados se disenaron sobre la base de las 
secuencias consenso para IgG y cadenas kappa de rat6n, reportadas por Kabat E. et al. 
(US Department of Health and Human Services, NIH, 1991) y experimentos conducidos 
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anteriormente en este laboratorio (Coloma, MJ et al. Biotechniques 1 1 : 152-156, 1991). Las 
secuencias de los oligonucledtidos empleados en la RCP aparecen en la Tabla I. 
Tabla I. Oligonucledtidos sintSticos empleados en la RCP para la amplification de las 
secuencias que codifican para los dominios variables de cadena pesada (VH) y ligera 
(VL) del AcM CB/ior-CEA.1 . 
Cadena pesada.- 

OliQO 1 . PSotido senal de VH. (SEC ID No. 1) 

5'... GGGGATATCCACCATGRACTTCGGGYTGAGCTKGGTTTT...3' 

OliQO 2. Reqi6n CH1 (SEC ID No. 2) 

5' ... AYCTCCACACACAGGRCCAGTGGATAGAC. .3' 

Cadena Hgera.- 

OliQO 3. Peotldo serial de VL. (SEC ID No. 3) 

5'... GGGGATATCCACCATGGAGWCACAKWCTCAGGTCTTTRTA...3' 

Oligo 4. Region Ckappa (SEC ID No. 4) 
5'... ACTGGATGGTGGGAAGATGGA...3* 

Para la RCP se emple6 el juego PCR Core kit (Boehringer-Mannheim). Las condiciones 
de la RCP fueron: desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto, hibridacion a 55°C, 1 minuto, 
extensidn a 72°C, 1 minuto, 25 ciclos, con 5 minutos adicionales de extension a la 
temperatura ya descrita en el tiltimo ciclo, todo en un equipo MJ Research Minicycler. Los 
voltimenes finales de cada reacci6n fueron 100 pLTodos los oligonucle6tidos se 
emplearon a concentraci6n final de 1 pM. 

Los fragmentos de ADN amplificados, con las tallas esperadas de alrededor de 320-350 
pb, se purificaron de geles de agarosa de bajo punto de fusi6n (Sigma), usando el juego 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, GmbH), y se clonaron de manera independiente en 
el vector pMOS (Amersham Pharmacia Biotech), disenado para el clonaje "blunt" de 
fragmentos de ADN. 

Procedimiento (b). Secuencia nucleotfdica de los dominios variables 

Para la determinacibn de la secuencia nucleotidica de los dominios variables de las 
cadenas ligera y pesada clonados en et vector pMOS se utilizaron los oligos 
recomendados por el fabricante (Amersham Pharmacia Biotech). La secuencia de bases 
se realiz6 mediante secuenciacion automdtica, utilizando un equipo ALFexpress II de 
Pharmacia (Amersham Biosciences), y el juego 'Termo Sequenase Cy 5 Dye Terminator 
Kit". Se seleccionaron los plasmidios pVL2 y pVH5 como representativos de las 
secuencias de VL y VH, respectivamente. 
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EJENIPLO 2. Ensamblaje del scFv y dlacuerpo, expresion en E. co// y demostraci6n 
de su reconoclmiento de CEA humano 

aacgdjmiaita feL B§ - r" fi — de m* dominios ^rrnhles v ensamblaje del scFv . 
diacuerpo 

Se us6 la RCP para el ensamblaje, en forma de scFv y diacuerpo, de los dominios VH y 
VL oontenidas en los plasmidios P VH5 y P VL2. Los oligonuc.e6tidos sinteticos se 
disenaron sobre la base de las seouencias de VH y VL en los plasmidios pVH5 y P VL2, 
de forma que incluyeran sitios de restricci6n convenientes para el clonaje en el vector 
pJG-1m e incorporaran los segmentos de uni6n de 14 y 5 aminoacidos necesarios para el 
ensamblaje del scFv monomerico y el diacuerpo (Tablas II y III). 



Tabla II. Seouencias de aminoacidos de los segmentos de uni6n (linkers) usados para la 
construcci6n de los fragmentos scFv y diacuerpo. 
ScFv.- Linker L1: egkssgsgseskvd (sec id no. 5) 
'Diacuerpo.- Linker L2: ggggs (sec id no. 6) 

Tabla III. Oligonucleotidos sinteticos empleados en la RCP para el ensamblaje del scFv y 
del diacuerpo. 

Oligo 5. ApaL1- FR1 VH (SEC ID No. 7) 

5' . . .TCTCACAGTGCACAGGAAGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGG. . .3' 

Oligo 6. Segmento de uni6n de 14 aminoacidos /FR4 VH (SEC ID No. 8) 

V . . .GTCGACTTTGGATTCGGAGCCTGATCCTGAGGATTTACCCTCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT. . .3 

Oligo 7 Segmento de uni6n de 14 aminoacidos/FR1 VL (SEC ID No. 9) 

5' . . . GAGGGTAAATCCTCAGGATCAGGCTCCGAATCCAAAGTCGACGACATTGTGATGACCCAGTC . . .3 
Oligo 8. Not I- FR4 VL (SEC ID No. 10) 

5 ' . . . AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTTCAGCTCCAGCTTGGTT . . . 3 ' 

Oligo 9. Segmento de uni6n de 5 aminoacidos /FR4 VH (SEC ID No. 11) 

'5* . . . AGAGCCGCCGCCACCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT. . . 3' 

Oligo 10. Segmento de uni6n de 5 aminoacidos/FR1 VL (SEC ID No. 12) 

5 '. . . . GGTGGCGGCGGCTCTGACATTGTGATGACCCAGTCT . . . 3 ' 

Para el ensamblaje de los fragmentos, en un primer paso se realizaron RCP 
independientes donde se amplificaron: 
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1 Para los dominios que darian origen al scFv monovalents, geaccidn 1: usando el 
templado P VH5 con los oligonucleotidos 5 y 6 (Tabla III). Reacci6n2: usando el templado 
pVL2 con los oligonucle6tidos 7 y 8 (Tabla III). 

2 Para los dominios que darian origen al diacuerpo, Reacci6n 3 : usando el templado 
pVH5 con los oligonucle6tidos 5 y 9 (Tabla HI). Reaccj6n4: usando el templado pVL2 con 
los oligonucleotidos 8 y 10 (Tabla III). 

Las condiciones y reactivos empleados para la RCP fueron los ya descritos mas arriba. 

Todos los oligonucleotidos se emplearon a concentraci6n final de 1 uM. 

Para el ensamblaje del scFv se realiz6 una nueva RCP donde se colocaron 4 uL de las 

reacciones 1 y 2, junto a los oligonucle6tidos 5 y 8 (Tabla III) en concentracibn final de 1 

pM, y los oligonucleotidos 6 y 7 (Tabla III) en concentracibn final de 0.01 uM. 

Para el ensamblaje del diacuerpo se realizo una nueva RCP donde se colocaron 4 uL de 

las reacciones 3 y 4, junto a los oligonucleotidos 5 y 8 (Tabla III) en concentracion final de 

1 pM, y los oligonucle6tidos 9 y 10 (Tabla III) en concentraci6n final de 0.01 pM. 

Los fragmentos de ADN amplificados se detectaron como bandas mayoritarias de 

aproximadamente 700 pb, que se aislaron de geles de agarosa de bajo punto de fus.6n, 

de forma similar a la que se describe anteriomente. 

Procedimiftntn fbV Clon ^e en el vector pJG-1m, 

El vector pJG-1m es un plasmidio disenado para la expresidn de fragmentos de 
anticuerpos hacia el periplasma de E. coli (FIGURA 1). Como elementos principles fiene 
el promoter LacZ, un peptido sefial, sitios de restricci6n ApaLI y Not I para la insercon del 
gen del fragmento, un dominio codificante del peptido c-myc y una secuencia que cod,fica 
para 6 histidinas, esta ultima con vistas a la purificacibn de los productos de expres,6n 
mediante cromatograffa de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC; Porath J. 
Prot Expr. Purif. 3: 263-281, 1992). Las secuencias de bases del vector donde se 
encuentran los sitios de restricci6n para el clonaje del scFv en cuestion, y para 
aminoacidos C-terminales que se afiaden al mismo aparecen en la FIGURA 1 (SEC ID 
No. 13). 

Tanto los fragmentos de ADN correspondientes al scFv y al diacuerpo, como el vector 
pJG-1m, se digirieron con las enzimas de restriccibn ApaLI y Not I (Promega), y las 
bandas y vector se ligaron independiente empleando T4 ADN ligasa (Promega). Los 
productos de la reacciones de ligazdn se emplearon para la transformaci6n de E. col, 
competentes (cepa XL-1Blue; Stratagene) mediante electroporacibn, y las celulas 
transformadas se plaquearon en medio sdlido selective (LB agar, con 100 pg/mL de 
ampicillina) y se crecieron durante 16 horas a 3TC. Los metodos empleados se 
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describen en Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition. Sambrook, 
Fritsch, Maniatis. 1989. 

Los ptesmidos recombinantes se seleccionaron despu6s de la purificaci6n del ADN 
plasmfdico a partir de varias colonias (QIAGEN MiniPrep kit), y el correspondiente 
chequeo por digesti6n con las enzimas de restriccidn ya descritas para los productos de 
ligazon esperados. En los analisis de restriccidn se obtuvieron bandas de 
aproximadamente 3,5 kb, correspondientes at vector linealizado y bandas de 
aproximadamente 700 pb para los genes codificantes de los fragmentos de anticuerpo 
tipo scFv y diacuerpo. 

Se secuenciaron cinco clones de cada una de las construcciones utilizando cebadores 
especfficos disenados que hibridan externamente a las regiones de clonaje del vector 
pJG-1m (Tabla IV), mediante procedimientos descritos anteriormente. 

Tabla IV. Oligonucle6tidos sinteticos para la secuenciacion de las bases de los scFv y 
diacuerpo ensamblados mediante RCP y clonados en el vector pJG-1m. 

Oligo11. (SEC ID No. 14) 

5 ' . . . GTTGTTCCTTTCTATTCTCAC ...3' 

Oligo 12. (SEC ID No. 15) 

5 ' • . . GTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTC . . . 3 ' 

Las secuencias de aminoacidos derivadas de las secuencias de bases obtenidas para el 
scFv monovalente (clon pJG1m-25) y el diacuerpo (clon pJG1m-18) aparecen en la 
FIGURA 2 (SEC ID No. 16 y SEC ID No. 17). Respecto a un scFv desarrollado 
anteriormente (Ayala M et aL Biotechniques 13: 790-799, 1992), las secuencias de VH y 
VL ahora obtenidas para el nuevo scFv monovalente y el diacuerpo presentan 16 
aminoacidos diferentes entre el FR1, CDR2 y FR3 del dominio VH, y 3 aminoacidos 
distinto entre el FR1 y FR3 del dominio VL. Estos resultados indican que los dominios 
variables amplificados y clonados a partir del hibridoma CB/ior-CEA.1 para construir los 
nuevos scFv monovalente y diacuerpo pueden provenir de ARN diferentes a los utilizados 
en las amplificaciones para los clonajes del scFv reportado previamente. El segmento de 
uni6n del nuevo scFv monovalente es ktentico al del scFv reportado previamente. El 
segmento de uni6n del nuevo scFv divalente (diacuerpo) es diferente al del scFv obtenido 
previamente, pues solo comprende 5 aminoacidos. En estos experimentos se verificaron 
tambien las secuencias de los segmentos de union L1 y L2, que aparecen en la Tabla II. 

Procedimiento (c^ Comprobacion de la expresion del scFv v diacuerpo en E. coli mediante 
SDS-PAGE v Western blot 
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Con los plSsmidos pJG1m-25 y pJG1m-18, conteniendo la informaci6n para los dos 
fragmentos de anticuerpo, se transformaron de forma independiente celulas competentes 
TG1 de E.colL Esta cepa pennite la expresidn periplasm£tica de la protefna heter6loga, o 
su salida hacia el medio de cultivo. Las bacterias transformadas se plaquearon en medio 
s6lido selectivo y se dejaron crecer a 37°C por 16 horas. Una colonia representative de 
cada una de las dos construcciones se creci6 en medio liquido y al alcanzar 1 DOssonm se 
Indujo por 12 horas anadiendo 1 mM de IPTG al medio de cultivo. Las celulas se 
centrifugaron y el contenido periplasmatico se aisl6 mediante shock osmdtico y 
sonicaci6n breve (segundos) para su evaluaci6n en eiectroforesis en geles de SDS- 
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Este ensayo revel6 la expresi6n en ambos casos de 
protefnas del peso molecular esperado (aprox. 27 kDa), que luego se evaluaron por 
Western Blot utilizando como anticuerpo primario un AcM especffico (9E10) contra el 
p6ptido derivado del c-myc que contiene esta protefna (1 pg/mL), seguido por 
anticuerpos de conejo anti-IgG de rat6n conjugados con peroxidasa de rSbano picante 
(Sigma). La transferencia de las protefnas desde la SDS-PAGE a nitrocelulosa Hybond C 
Extra (Amersham Life Sciences) se ejecut6 en un equipo de transferencia semi-seca 
(BioRad). En el revelado se emple6 DAB (Sigma ) como sustrato insoluble. 
Para las dos construcciones, las protefnas recombinantes con la talla mencionada fueron 
identificadas con el AcM 9E10. 

Procedimiento fd) Reconocimiento especffico del CEA humano por el scFv v el diacuerpo 
en ELISA. 

Se realiz6 un ensayo ELISA recubriendo placas de polivinilo (Costar, 96-well Vinyl Assay 
Plates) con CEA humano (Calbochem 219369), a una concentracidn de 1pg/mL. Luego 
de bloqueadas las placas con leche descremada, las muestras de periplasma bacteriano 
correspondientes a las dos construcciones se afiadieron en diluciones de 1: 5, 1:10 y 1:20 
en PBS-leche descremada 2%, e incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Se 
emple6 el AcM 9E10 (1 pg/mL), seguido de anticuerpos anti IgG de rat6n conjugados con 
peroxidasa de rdbano picante (Sigma) para la deteccidn de la uni6n de los fragmentos al 
CEA. Luego de varios lavados, se emplearon OPD (Sigma) y H 2 0 2 como cromdgeno y 
sustrato para el revelado de las reacciones, y un lector LabSystems Multiskan MS para la 
evaluacdn cuantitativa de las mismas a 492nm. En el ensayo se utilizb como control 
positivo el AcM CB/ ior-CEA.1. Como controles negativos se emplearon fracciones 
periplasmSticas correspondiente a celulas TG1 transformadas con el vector pJG-1m sin 
inserto, y un AcM no relacionado. Tambten se recubrieron placas con los siguientes 
antfgenos irrelevantes: 10 pg/mL de seroalbiimina bovina (BSA, Sigma), 10 pg/mL de 
ovalbtimina, 10 pg/mL de lisozima, 10 pg/mL de keyhole limpet haemocyanin (Sigma). 
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En todas las placas se incluyeron pozos donde s6lo se colocd so!uci6n salina tamponada 
con fosfatos (PBS) sin antfgeno (bianco). Se consideraron positivos aquellos valores de 
absorbancia al menos 4 veces mayores que los producidos por los controles negativos. 
En estos experimentos las muestras de periplasma de las construcciones del scFv y del 
diacuerpo resultaron positivas en cuanto a su capacidad de reconocimiento de CEA 
humano adsorbido a placas de polivinilo. Estas mismas muestras fueron negativas para 
todos los antfgenos irrelevantes. 

Procedimiento (e) Reconocimiento del CEA humano asociado a c6Iulas por el scFv v el 
diacueroo mediante ELISA e inmunofluorescencia indirecta. 

Las llneas celulares de tumores humanos LoVo (ATCC CCL-229 ), AsPC-1 (ATCC CRL- 
1682) y LS 174T (ATCC CL-188), todas que expresan CEA en cultivo, se sembraron en 
placas de poliestireno de 96 pocillos (Costar). Una vez alcanzada la confluencia, los 
pocillos se lavaron dos veces con PBS, escurrieron, y secaron al aire. Seguidamente se 
fijaron las c6lulas al pl£stico mediante una mezca 1:1 (v:v) de acetona-metanol frio, por 3 
minutos. Luego de varios lavados con agua destilada para eliminar residuos, las placas 
se emplearon como fase s6lida en ensayos de ELISA donde las muestras de periplasma 
bacteriano correspondientes a las dos construcciones se anadieron en dilucion de 1: 2, 
1:8 y 1:16 en PBS-Ieche descremada 2%, e incubaron por a 2 horas a temperatura 
ambiente. Luego de varios lavados, se emple6 el AcM 9E10 (10 \sg/rr\L) t seguido por 
anticuerpos anti IgG de raton conjugados con peroxidasa de rSbano picante (Sigma) para 
la deteccidn de la uni6n de los fragmentos al CEA en las celulas. Se emplearon OPD 
(Sigma) y H 2 0 2 como cromogeno y sustrato para el revelado de las reacciones y un lector 
LabSystems Multiskan MS para la evaluation cuantitativa de las mismas a 492nm. Para 
el paso de lectura, los sobrenadantes se transfirieron a una placa virgen. En el ensayo se 
utilizd como control positivo el AcM CB/ior-CEA.1. Como controles negativos se 
emplearon fracciones periplasm&ticas correspondiente a c6lulas TG1 transformadas con 
el vector pJG1 sin inserto, y un AcM no relacionado. Tambi6n se us6 como control 
negativo una placa con c§lulas humanas HEK 293 (ATCC CRL-1573), que no expresan 
CEA. Los criterios de positividad fueron semejantes que para el ELISA descrito en el 
Procedimiento anterior. 

En este experimento las muestras de periplasma de las construcciones del scFv y del 
diacuerpo reconocieron solo a las celulas LoVo, AsPC-1 y LS 174T. Los controles 
negativos fueron todos negativos. Se demostro de esta forma la capacidad del scFv y del 
diacuerpo de identificar el CEA humano sobre celulas tumorales humanas que expresan 
este antfgeno, fijadas sobre placas de poliestireno, mediante ELISA. 
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En otro experimento, se sembraron c6Iulas LoVo, AsPC-1 y LS 174T, en placas de 
poliestireno de 35 mm de diametro (Costar) y cultivaron hasta alcanzar la confluencia. Las 
placas se lavaron dos veces con PBS, escurrieron, dejaron secar al aire, y se fljaron las 
c6lulas al pISstico mediante una mezca 1:1 (v:v) de acetona-metanol frfo. Luego de varios 
lavados con agua destilada para eliminar residuos, las placas se emplearon como fase 
s6lida en ensayos de inmunofluorescencia indirecta. Para ello se definieron zonas 
circulares en la superficie con c§lulas fijadas, en las cuales se incubaron de forma 
independiente muestras de periplasma bacterlano correspondientes a las dos 
construcciones, en diluciones de 1: 2, 1:4 y 1:8, en PBS-3% BSA. Se emplearon los 
mismos controles positivos y negatlvos que en el experimento del ELISA de celulas. La 
incubacidn se hizo a temperatura ambiente (TA) por 1 hora en cSmara htimeda, seguida 
de varios lavados con PBS-3% BSA frfo, y la adicion de AcM 9E10 (10 pg/mL) a toda la 
monocapa por una hora a TA f tambten en cSmara htimeda. Luego de varios lavados con 
PBS- 3% BSA frfo, la monocapa se incubd con anticuerpos anti IgG de rat6n conjugados 
con isotiocianato de fluorescefna (FITC, Sigma) diluidos 1:64 en PBS-3% BSA, por 30 
minutos, en la oscuridad y cSmara hiimeda, se lavaron cinco veces con PBS-3% BSA, 
una vez con PBS y finalmente colorearon con solucion de Azul de Evans por unos 
minutos. Las monocapas se cubrieron con PBS-10% glicerol, sellaron con ISminas 
cubreobjeto y examinaron en un aditamento de luz fluorescente reflejada Olympus BH2- 
RFL, montado sobre un microscopio Olympus BHT. Tambi6n se us6 como control 
negativo placas con celulas humanas HEK 293. Se establecid como criterio de positividad 
la presencia de fluorescencia verde manzana sobre la membrana y citoplasma de las 
c6lulas, siempre y cuando esta no existiera con las muestras controles negativos, ni en 
las celulas humanas negativas a CEA. 

En este experimento las muestras de periplasma de las construcciones del scFv y del 
diacuerpo reconocieron s6lo las celulas LoVo, AsPC-1 y LS 174T. Los controles 
negativos fueron negativos. Se demostro de esta forma la capacidad del scFv y del 
diacuerpo para la identificacidn de CEA humano sobre celulas tumorales humanas que 
expresan este antfgeno, fijadas sobre placas de poliestireno, mediante 
inmunofluorescencia indirecta. Un ejemplo de los resultados se muestra en la FIGURA 3. 
EJEMPLO 3.- Expresion del scFv y diacuerpo en Pichia pastoris y demostracion de 
su reconocimiento de CEA humano 

Procedimiento (a) Re-amplificaci6n del scFv v el diacuerpo v clonaie en el vector pPS7. 

Los genes que codifican para el scFv y el diacuerpo se amplificaron mediante la RCP 
utilizando como moldes las construcciones pJG1-25 y pJG1-18, respectivamente, y 
oligonucleotides disenados para adicionar el sitio Ncol en los extremos 5' y 3' de los 
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genes en cuesti6n (Oligos 13 y 14; Tabla V), con vistas a su clonaje en el vector de 
expresi6n pPS7 de Pichia pastoris. El procedimiento de amplificacidn fue semejante al 
descrito anteriormente. El plasmidio pPS7 es un vector integrativo que contiene un 
fragmento de 1.15Kb que corresponde al promoter de la enzima alcohol oxidasa (AOX.1) 
seguido del gen que codifica para la senai de secreci6n de la sucrosa, invertasa (sucll) de 
Saccharamyces cerevisae, un sitio unico de clonacidn Ncol, un fragmento de 960pb de la 
enzima gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (Gapt) para garantizar la terminacidn de la 
transcripcion, y el gen HIS3 de Saccharamyces cerevisae como marcador de seleccion. 
Ademas este vector contiene un fragmento de 2.1 kb, correspondiente a la secuencia 3' 
del gen AOX.1. Todos estos elementos estan insertados en un vector pUC18 (Herrera 
Martinez LS et al. , EP0438200 A1). 

iTabla V. Oligonucle6tidos sinteticos empleados en la RCP para la amplificaci6n y 
modification de las secuencias que codifican para las primeras bases de la VH y liltimas 
de la VL , con vistas al clonaje del scFv y el diacuerpo en el vector pPS7, y en la 
secuenciacion de estos clonajes. 

Oliao 13. Nco 1 ■ bases 1 a la x de FR1 VH (SEC ID No. 18) 

5\..CATGCCATGGGGAATCCGAAGTGAAGCTGGTGGAG...3' 

■ Oliao 14. Nco 1 - 6 histidinas (antisentido) (SEC ID No. 19) 

5 . . CATGCCATGGATCCCGGGGTGATGGTGATGGTGATG. . .3 ' 

Oliao 15. promotor alcohol oxidasa pAOX.1 (SEC ID No. 20) 

5'... GACTGGTTCCAATTGACAAGC. . .3' 

Luego de la digesti6n Ncol (Promega) de las bandas amplificadas correspondientes al 
scFv y al diacuerpo, estas se ligaron independientemente al vector pPS7 previamente 
digerido con la misma enzima, y los productos de la ligazon se emplearon para 
transformar de forma independiente la cepa XL-1Blue de £. colL Se analizaron colonias 
aisladas correspondientes a la transformacion de la cepa con cada vector recombinante 
utilizando un RCP de colonias con un cebador que hfbrida en el promotor (Oligo 15, Tabla 
V) y otro para el extremo 3'de la VL (Oligo 8, Tabla 111). Se seleccionaron aquellas que 
resultaron contener el inserto correctamente orientado. La secuenciacion de los genes 
clonados se realizd segiin el procedimiento descrito anteriormente ( EJEMPLO 1 
procedimiento b), empleando el Oligo 15 (Tabla V). Las secuencias obtenidas para los 
dominios VH y VL de los plasmidios recombinantes pPSM2 (scFv) y pPSM3 (diacuerpo) 
concordaron con las anteriormente citadas en los SEC ID No. 16 y No. 17). 
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Se obtuvieron cepas recombinantes de Pichia pastoris con estos dos plasmidios mediante 
la e!ectroporaci6n de la cepa salvaje MP36 his 3 (Yong V et al. Biotechnol. Applic. 9: 55- 
61, 1992) con con los dos plasmidios mencionados, previamente digeridos con la enzima 
de restricci6n Pvull (Promega), y seleccionando en medio mlnimo deficiente de histidina. 
Producto de los diferentes mecanismos de recombinacion de los plasmidios 
recombinantes con sitios especfficos en el genoma de Pichia pastoris, se lograron aislar 
para cada construcci6n dos tipos de fenotipos diferentes de cepas secretoras: (a) cepas 
cuyo gen del AOX.1 no fue afectado durante el evento de recombinacion y por 
consiguiente crecieron en un medio con metanol y mostraron un crecimiento similar al de 
la cepa salvaje (Mut+) y (b) cepas cuyo gen de AOX.1 fue reemplazado por el cassete de 
expresidn y manifestaron un crecimiento lento en presencia de metanol (Mut s). 
Procedimiento (b) Estudios de expresi6n 

Los estudios de expresion de los fragmentos de anticuerpo se realizaron partiendo de las 
colonias prototr6ficas His* crecidas en placas con medio selectivo MD (base nitrogenada 
de levadura, biotina, dextrosa). Se inocularon 10 mL de medio rico tamponado BMGY 
(extracto de levadura, peptona, fosfato de potasio, base nitrogenada de levadura, biotina 
y glicerol) en tubos de 50 mL f con las colonias en cuestidn y se colocaron a 28°C con 
rotaci6n de 150 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron 2 unidades de D.O a 600 nm, 
medidas en un equipo SPECTRONIC GENESIS 2, se centrifugo a 2000 rpm, durante 10 
minutos. Los precipitados celulares se resuspendieron en 10 mL de medio rico con 
metanol en lugar de glicerol como fuente dnica de carbono (BMMY). A partir de este 
momenta y durante 96 horas se procedio a la inducci6n de las protefnas de interes, con la 
adici6n diaria de metanol puro hasta una concentracidn final de 1% en el cultivo. Como 
control negatlvo se emple6 la cepa MP36his3 transformada con un vector sin Inserto. 
Culminado el perlodo de cultivo las celulas se centrifugaron y se colect6 el medio de 
cultivo metabolizado durante la fase de induccion, el cual se centrffugo una vez mas para 
su clarificacion final y detection del scFv o el diacuerpo en electroforesis en geles de 
SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%. Este ensayo revel6 la expresidn en ambos 
casos de protefnas del peso molecular esperado (aprox. 27 kDa), que luego se evaluaron 
por Western Blot utilizando el AcM 9E10, como anticuerpo primario, y anticuerpos de 
conejo anti-IgG de raton conjugados con peroxidasa de rSbano picante (Sigma). Las 
transferences se realizaron como descrito arriba. En el revelado se empleo DAB (Sigma) 
como sustrato insoluble. Para las dos construcciones, las protefnas recombinantes fueron 
identificadas por el AcM 9E10. 

Procedimiento (c) Reconocimiento del CEA humano por el scFv v el diacuerpo en ELISA . 
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Se realiz6 un ensayo ELISA muy semejante al descrito anteriormente para el material 
derivado de E.co//, empleando similares fase solidas, reactivos y condiciones de 
recubrimiento, incubacion, revelado y control positivo. Las muestras de cultivo 
metabolizado de las cepas recombinantes inducidas se anadieron dilufdas en PBS-1% de 
leche a razon de 100 pL/pozo, y se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Como 
controles negatives se emplearon medios metabolizados correspondiente a la cepa MP36 
his 3, y un AcM no relacionado. Se consideraron positivos aquellos valores de 
absorbancia al menos 4 veces mayores que los producidos por los controles negativos. 
En este experimento las muestras de medios metabolizados en fase de inducci6n de las 
construcciones del scFv y del diacuerpo expresados en Pichia pastoris resultaron 
positivas en cuanto a su capacidad de reconocimiento de CEA humano adsorbido a 
placas de polivinilo. 

Procedimiento (d) Reconocimiento del CEA humano asociado a c6lulas mediante ELISA 
de c6lylas e inmunofluorescencia indirecta. 

Se realize un ensayo ELISA muy semejante al descrito anteriormente para el material 
derivado de E.co//, empleando similares c6lulas de cultivo, condiciones de fijaci6n, 
reactivos, incubaci6n y revelado. A las placas con c6lulas LoVo, AsPC-1 y LS 174T 
fijadas se les anadieron las muestras del cultivo metabolizado de cepas de P.pastoris 
recombinantes inducidas, dilufdas en PBS con leche descremada al 2%, e incubaron 
durante 2 horas a temperatura ambiente con movimiento suave. En el ensayo se utilizo 
como control positivo el AcM CB/ior-CEA.1. Como controles negativos se emplearon 
cultivos metabolizados en fase de inducci6n de la cepa MP36 his transformada con el 
vector pPS7 sin inserto, y un AcM no relacionado. Tambi6n se uso como control negativo 
una placa con celulas humanas HEK 293. 

En este experimento se demostro la capacidad del scFv y del diacuerpo de tdentificar de 
forma especlfica el CEA humano sobre celulas tumorales humanas fijadas sobre soporte 
de poliestireno, mediante ELISA. 

Se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta muy semejante al descrito 
anteriormente para el material derivado de E.coli, empleando similares c6lulas de cultivo, 
condiciones de fijacion, reactivos, incubacidn, revelado, montaje, observaci6n al 
microscopio y criterio de positividad. A las placas con celulas LoVo, AsPC-1 y LS 174T 
fijadas, se les definieron zonas independientes en la superficie cubierta, en las cuales se 
aplicaron las muestras de cultivos inducidos de las cepas recombinantes 
correspondientes a las dos construcciones, y negativas, dilufdas en PBS - 3% BSA - 0,02 
% de azida sddica. La incubacion se hizo a temperatura ambiente (TA) por 1 hora en 
cSmara humeda, seguida de varios lavados con PBS frfo-BSA-azida sodica, y la adicion 
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de AcM 9E10 a toda la monocapa por 1 hora a TA, tambten en cSmara hOmeda. Luego 
de varios lavados con PBS 3% BSA frfo t la monocapa se Incub6 con anticuerpos anti IgG 
de rat6n conjugados con isotiocianato de fluorescefna (Sigma) diluidos 1:64 en PBS-3% 
BSA por 30 minutos en la oscuridad y cSmara hiimeda. Las placas se lavaron cinco veces 
con PBS 3% BSA, una vez con PBS y finalmente se colorearon con solucion de Azul de 
Evans por unos minutos. Las monocapas se cubrieron con PBS-10% glicerol, sellaron 
con teminas cubreobjeto y examinaron en el microscopio de luz ultravioleta. 
En el ensayo se utiliz6 como control positive el AcM CB/ior-CEA.1. Como controles 
negativos se emplearon el medio de cultivco inducido de MP36 his 3 transformada con el 
pPS7 sin inserto, y un AcM no relacionado. Tambi§n se uso como control negativo una 
placa con c6lulas HEK 293. En este experimento las muestras de medio de culivos 
inducidos de las cepas recombinantes de levadura secretoras del scFv y del diacuerpo 
reconocieron solo las c6lu!as LoVo, AsPC-1 y LS 174T. Los controles negativos fueron 
negativos. 

Se demostr6 la capacidad del scFv y del diacuerpo producidos en Pichia pastoris para la 
identification de CEA humano sobre celulas tumorales humanas que expresan este 
antfgeno fijadas sobre placas de poliestireno, mediante inmunofluorescencia indirecta. 
EJEMPLO 4. Purif icacion del scFv y diacuerpo producidos en bacterias. 
Procedimiento (a) Purification de los fraamentos scFv v diacuerpo. utilizando 
cromatograffa de afinidad por iones metelicos inmovilizados (IMAC) e intercambio i6nico. 
Para la purificaci6n se aprovech6 la presencia del dominio de seis histidinas en la 
protefna recombinante, aportado por el vector pJG-1m. Estas secuencias confieren a las 
protefnas una afinidad muy alta por iones metalicos (por ejemplo, Zn +2 , Cu +2, Ni* 2 ) que 
pueden ser quelados a diferentes soportes cromatogrSficos, posibilitando una purificaci6n 
tecil y reproducible. 

Las bacterias recombinantes obtenidas tal como descrito anteriormente se centrifugaron y 
el contenido periplasm£tico se aislo mediante shock osm6tico y sonicacidn breve 
(segundos), y posteriormente se dializ6 por 72 horas en el tamp6n de acomplamiento 
(Tris-HCI 20 mM, 1 M NaCl, 20mM Imidazol, pH 7.0). Las preparaciones de periplasma 
bacteriano conteniendo el scFv y el diacuerpo se aplicaron directa e independientemente 
a una matriz de Sefarosa-IDA-Cu +2 ( Pharmacia). Una vez acopladas las protefnas, los 
geles se lavaron primero con 10 veces su volumen empleando tamp6n de acoplamiento y 
seguidamente de forma similar con el tamp6n de lavado (Tris-HCI 20 mM, 1 M NaCl, 150 
mM Imidazol, pH 7.0) para la elimination de protefnas contaminantes de E. colL La 
eluci6n del scFv y el diacuerpo se realizo con Tris-HCI 20mM, 1 M NaCl, 250 mM 
Imidazol, pH 7.0). Las muestras de los picos de elucion se sometieron a una SDS-PAGE 
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12% para verificar la presencia de las protelnas de interns. Las fracciones elufdas 
contienendo el scFv y el diacuerpo se concentraron en dispositivos UltraFree 15 
(Amicon), se dializaron en una solution tamp6n contiendo Tris-HCI 20 mM a pH 8.7, y se 
sometieron a un segundo paso de purification mediante intercambio ionico. Para ello, las 
muestras se aplicaron a una columna Mono Q (Pharmacia), y eluyeron mediante un 
gradiente lineal de NaCI, desde 0 a 1 M. Las muestras de los picos colectados se 
chequearon por SDS-PAGE 12 %. Se verified la presencia del scFv y diacuerpo a las 
tallas esperadas (aproximadamente 27 kDa). La pureza final alcanzada para las dos 
moteculas fue semejante y cercana al 95%, estimada mediante SDS-PAGE y tincion de 
plata. Los picos de scFv y diacuerpo puros se concentraron en dispositivos UltraFree 15 
(Amicon) hasta 2 mg/mL. Se verified la actividad biol6gica de las preparaciones 
purificadas mediante ELISA, siguiendo un procedimiento semejante al descrito 
anteriormente en esta invention. Todas las muestras se conservaron a 4°C. 
Procedimiento fb) Angiitis del scFv v el diacuerpo mediante gel filtraci6n 
Se estudiaron mediante cromatograffa de tamiz molecular el scFv y el diacuerpo 
purificados tal como en el procedimiento anterior, para determinar la homogeneidad de 
las muestras y la presencia de multfmeros. Para ello se emple6 Superdex 200 
(Pharmacia) y un proceso conventional de filtration en gel mediante un equipo de HPLC. 
Se determin6 que el scFv se concentro en un pico mayoritario de aproximadamente 
27kDa, correspondiente a una forma monomerica. El diacuerpo aparecio de manera 
mayoritaria con una talla de aproximadamente 45kDa, que se correspondiente con una 
forma dim6rica. 

EJEMPLO 5. Caracterizacion del diacuerpo mediante digestion proteolftica y 
espectrometria de masas. 

El diacuerpo purificado se dializo durante toda la noche a 4 °C contra una solucidn 
tamp6n de NH 4 HC0 3 al 1%, pH=8.3, que contenfa Urea a una concentration de 2 mol/L. 
La protefna dializada se digirio con tripsina grado secuencia (Promega) a una relacidn 
enzima:sustrato 1:50 durante 4 horas a 37 °C. La digestion proteolftica se detuvo al 
acidificar con igual volumen de una solution acuosa de £tido trifluoracetico al 1% y se 
guardo a -20 °C hasta el momenta del an£lisis por cromatograffa Ifquida acoplada al 
espectrdmetro de masas (LC-MS). 

Las digestiones trfpticas se separaron por cromatograffa de fase reversa en un 
cromatografo Ifquido AKTA Basic (Amershan Pharmacia Biotech) utilizando un gradiente 
lineal desde 0% hasta 80% de fa solution B en 100 minutos. Las soluciones utilizadas 
para generar el gradiente fueron: A: H 2 Q / TFA 0.05 % y B: Acetonitrilo / TFA 0.05 %. 
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Las fracciones obtenidas durante la digesti6n protelftica se analizaron por espectrometrfa 
de masa utilizando la ionization por electrospray (ESI-MS), al conectar en Hnea al 
slstema cromatografico un espectrometro de masas LC-MS hlbrido con geometrfa 
ortogonal QTOF-2 (Micromass Ltd.). Durante la medici6n de LC-MS los espectros de 
masas se adquirieron desde 350 hasta 1800 en 0.98 segundos y utilizando 0.02 
segundos entre cada uno de los barridos. El espectr6metro de masas se calibro con una 
solucidn salina compuesta por una mezcla de yoduro de sodio y cesio. Los voltajes 
empleados en el cono y el capilar fueron de 50 y 3000 volts, respectivamente. Los 
espectros se procesaron mediante el paquete de programas MassLinx v 3.5 (Micromass 
Ltd). 

En la FIGURA 4 y su Tabla adjunta se aprecian el perfil cromatografico de la digestidn 
trfptica del diacuerpo y el resumen de la asignaci6n de los p6ptidos trfpticos del 
diacuerpo. En los espectros ESI-MS obtenidos no se detectaron senales que 
correspondieran a las cistefnas incorrectamente enlazadas, apreciandose esto de los 
resdmenes de las fracciones 8 y 12 de la Tabla adjunta a la FIGURA 4, que contienen a 
los p6ptidos ( 20 Phe-Arg 31 )-S-S-( 87 Ser-Arg 97 ) y ( l43 Val-Lys 14a )-S-S-( 186 lle-Lys 228 ) enlazados 
por puentes de disulfuro (-S-S-) entre las cistefnas 22 y 95, y 147 y 212, respectivamente. 
De los p6ptidos analizados por ESI-MS se pudo obtener el 92% de la secuencia del 
diacuerpo en una sola digestidn proteolftica (FIGURA 5). En esta secuencia hay una total 
coincidencia con la secuencia de aminoScidos deducida de las secuencia de bases 
realizadas a los dominios VH y VL (SEC ID No. 16 y 17) amplificados por RCP a partir de 
ARN total del hibridoma productor del AcM CB/ior-CEA.1, del segmento de union de 5 
aminoacidos (SEC ID No. 10), y en la porci6n C-terminal, de la secuencia del p6ptido c- 
myc y las seis histidinas finales, que aporta el vector pJG-1m (FIGURA 2). 
EJEMPLO 6. Estudios de reconocimiento del CEA deglicosilado. 
EL CEA humano (Calbochem) se desglicosilo enzim£ticamente con la endoglicosidasa 
PNGasa F (New England Biolabs) especffica para N-glicosilaci6n. El CEA se disolvi6 en 
buffer fosfato 20 mM pH 7.8 y se desnaturalizo con SDS y 2-mercaptoetanol a 100°C por 
5 min. Posteriormente se adiciond detergente NP-40 y 1 pL de PNGasa F a 37°C por 2 
horas. Las muestras control y la desglicosilada se analizaron en SDS-PAGE con tinci6n 
por azul coomasie observandose una disminucion considerable de la talla molecular 
(alrededor del 50%) despues de la digestion con la endoglicosidasa. Se realizd un 
Western blot empleando (a) AcM CB/ior-CEA.1, (b) el fragmento scFv divalente 
(diacuerpo) purificado o (c) un antisuero anti-CEA humano obtenido en raton, como 
anticuerpos primarios, seguidos por anticuerpos policlonales anti-Fab del AcM CB/ior- 
CEA.1 conjugados a peroxidasa de rabano picante para (a) y (b), y anti-IgG de rat6n 
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conjugados a peroxidasa de rabano picante para (c). La transferencia y revelado fue 
semejante a como fue descrito anteriormente en esta invenci6n para los Western blots. El 
AcM CB/ior-CEA.1 y el diacuerpo s6lo reconocieron el antlgeno no deglicosilado. El 
antisuero policlonal reconoci6 al CEA antes y despues de deglicosilado. 
Se analizaron muestas de CEA humano nativo mediante un sistema Dot Blot con 
reconocimiento por lectinas especfficas. Las lectinas empleadas fueron la aglutinina de 
Sambucus nigra (SNA) y la aglutinina de Maackia Amurensis (MAA) especificas a £cido 
slalico terminal enlazados alfa 2,6 y alfa 2,3, respectivamente. Las lectinas empleadas en 
estos experimentos estaban conjugadas a Digoxigenina, que es identificada por un 
anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina. Las muestras positivas a la 
interaction lectina-oligosacarido se revelaron por reaccibn con sustrato especffico a la 
fosfatasa (una mezcla de cloruro de 4-nitro azul tetrazolium y 5-bromo-4-cloro-3-indolyl- 
fosfato). En este experimento se utiliz6 como control positivo a ambas lectinas la Fetuina. 
El CEA nativo fue reconocido por SNA y no por la MAA, lo que indicd una alta prevalencia 
de Scidos sialicos terminates enlazados alfa 2,6. 

Se procedio entonces a la digestidn del CEA humano con la enzima NANAsa II, una 
exoglicosidasa (sialidasa) capaz de hidrolizar los acidos sialicos terminates alfa 2,6. A 
esto sigui6 la separaci6n de los productos de la digestion en SDS-PAGE, y el estudio del 
reconocimiento de los mismos mediante Western Blot, empleando como anticuerpos 
primarios el AcM CB/ior-CEA.1 y un antisuero anti-CEA humano obtenido en raton. Los 
resultados obtenidos arrojaron reconocimiento del control de CEA nativo por las dos 
muestras, mientras que solo hubo reconocimiento del CEA digerido con NANAsa II por 
parte del antisuero anti-CEA en raton. 

EJEMPLO 7. Estudio inmunocito e histoquimico en tejidos humanos normales y 
tumorales. 

El estudio en tejidos se realizd en muestras seleccionadas de archivos de tejidos 
tumorales y tejidos normales, provenientes de material de autopsias. Se empleb un panel 
mfnimo de tejidos para verificar el parton de reconocimiento ya descrtio para el AcM 
CB/ior-CEA.1 (Tormo B et al. APMIS 97: 1073-1080, 1989). Los especimenes incluyeron: 
carcinomas de pulmdn, piel, mama, cervix, es6fago y rinon, adenocarcinomas de colon, 
prdstata, pancreas, vesfcula, intestino delgado y estomago, tumores de origen neural, 
hematopoyetico y sarcomatoso, asi como mucosa colonica normal y tejidos normales 
como hlgado, rin6n, pulm6n, testlculos, bazo y pancreas, incluyendose adem£s celulas 
de la sangre. El estudio se realizo siguiendo los procedimientos antes reportados (Tormo 
B et al. APMIS 97: 1073-1080, 1989), con algunas variaciones. Los especimenes de tejido 
se fijaron en soluci6n de formalina al 10% tamponada, de dehidrataron, aclararon y 
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embebieron en parafina de acuerdo a procedimientos de rutina. La histopatologfa se 
evaluo en cortes tenidos con hematoxilina-eosina. Se emplearon secciones consecutivas 
de los bloques evaluados histopatoI6gicamente para la tinci6n por la tecnica de 
inmunoperoxidasa. 

Para ello, las secciones desparafinas y rehidratadas se trataron con 3% H 2 0 2 for 30 
minutos para bloquear la peroxidasa end6gena f se lavaron en solucibn salina tamponada 
con fosfatos (PBS), e incubaron con las muestras, dilufdas estas en PBS-1% 
seroalbtimina bovina (tampon de diluci6n), por 1 hora. Seguidamente las laminas se 
Incubaron por 30 minutos con una diluci6n 1:100 de anticuerpo IgG pollclonal de conejo 
biotinilado, obtenido por inmunizacion con el Fab del CB/lor-CEA-1, y finalmente por igual 
tiempo con una diluci6n 1:500 de un complejo peroxidasa-estreptavidina (Amersham). 

Las muestras examinadas fueron: 

(a) El AcM CB/ior-CEA.1 (control positivo) a concentraci6n de 20 pg/mL 

(b) El scFv purificado de E. co//, tal como descrito en el EJEMPLO 4 procedimiento 
(a), a concentraciones de 50 pg/mL 

(c) El diacuerpo purificado de E. co//, tal como descrito en el EJEMPLO 4 
procedimiento (a), a concentraciones de 50 pg/mL 

(d) El scFv obtenido anteriormente y denominado T3" en estos Ejemplos (Ayala et al. 
Biotechniques 13: 790-799, 1992; Perez L et al. Applied Biochem. Biotechnol. 24: 79- 
82, 1996), purificado y a concentraciones de 50 y 100 pg/mL 

Todas las diluciones se hicieron en el tamp6n de diluci6n y las incubaciones a 
temperatura ambiente, en camara hCimeda. Entre cada paso se realizaron 3 lavados de 1 
minuto con tamp6n de dilucion o PBS. La reaccion de inmunoperoxidasa se desanrollo 
mediante una incubacion de 5-10 minutos con una soluci6n que contenfa 3 mg de 3-3 
diaminobencidina, 5 mL de PBS y 5 mL de H 2 0 2 al 30%. Las teminas se contratifiieron 
con hematoxilina de Mayer. La reaccion color cafe caraterlstica se registro como: 
negativa, o positiva en tres niveles de intensidad ascendente (1+, 2+, 3+). En cada cada 
lamina se realizo el marcaje con la muestra en cuestidn, y en una zona adyacente con el 
tamp6n de diluci6n como control negative 

Para los estudios en celulas de la sangre, se eliminaron primero los eritrocitos, y las 
c6lulas blancas remanentes se aplicaron sobre laminas portaobjetos recubiertas de 
gelatina, y se fijaron con acetona:metanol 1:1 (v:v). El resto de la tecnica se desarrollo 
bSsicamente como descrito arriba. 

En la Tabla VI se resumen los resultados obtenidos, segOn el tejido estudiado. Los 
tejidos normales estudiados (hlgado, rifion, pulmon, testfculos, sangre, bazo, pancreas) 
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no fueron identificados por los fragmentos ni por el AcM. En el caso de la mucosa 
col6nica, y coincidentemente con lo obtenido antes para el AcM CB/ior-CEA.1, el scFv F3, 
y los nuevos scFv y diacuerpo reaccionaron exclusivamente con los productos de 
secrecion luminal y en zonas apicales de algunas glandulas. La intensidad de la reaccion 
en el caso de scFv F3 fue menor, aspecto este que tambien se vio luego para varios 
tumores. En el caso de las c6lulas de la sangre, el AcM, y el scFv y el diacuerpo no 
demostraron reactividad con Hnfocitos y neutr6filos normales lo que sugiere que no existe 
un nivel importante reactividad cruzada con el antfgeno NCA. Por el contrario, el scFv F3 
manifestb un ligero reconocimiento de estas celulas. 

El AcM, el scFv y el diacuerpo reaccionaron con la mayorfa de los tumores de origen 
gastrointestinal, y se observ6 el marcaje fuerte en la mayorfa de los casos tanto en la 
superficie apical de las celulas tumorales como en el citoplasma. Ninguna de estas 
muestras marcaron tumores de origen hematopoyetico, sarcomatoso, u otros derivados 
de epitelio, excepto un carcinoma de mama canalicular y un carcinoma a c6lulas grandes 
de pulm6n. En los casos de adenocarcinomas de colon bien diferenciados el marcaje fue 
intenso en la zona apical del citoplasma y en los productos de secreci6n luminales, 
mientras que en los moderadamente y pobremente diferenciados el marcaje se observ6 
en todo el citoplasma. Excepto en unas muy pocas muestras, las intensidades de tinci6n 
fueron muy similares para estas tres moleculas. 

En el caso del F3, se observ6 una disminucion general de la intensidad de tincidn, a 
pesar de que se ensayaron en algunas ocasiones concentraciones dos veces mayores 
que las empleadas para el scFv y el diacuerpo. La baja intensidad de la tinci6n puede 
haber provocado que algunas muestras identificadas por los dem&s anticuerpos no fueran 
reconocidas por el F3. 



Tabla VI. Estudio inmunocito e histoqufmico con diferentes anticuerpos. 



Tejidos I 


scFv F3 


scFv 


Diacuerpo | 


CB/ior-CEA.1 


Normales: 


pulm6n 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


timo 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


rifi6n 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


hfgado 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


bazo 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


testfculo 


0/2 


0/2 


0/2 


0/2 


colon 


2/2 (a)* 


2/2* 


2/2* 


2/2* 


sangre 


0/2 (b) 


0/2 


0/2 


0/2 


Tumores: 


ADC estomago 


1/2 (a) 


2/2 


2/2 


2/2 


ADC pancreas 


1/3 (a) 


2/3 


2/3 


2/3 


ADC vesfcula 


0/1 


1/1 


1/1 


1/1 


Ca esdfago 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


ADC intestino 


1/2 (a) 


212 (a) 


2/2 


2/2 
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Ca pulmon (celulas grandes) 


1/1 (a) 


1/1 


4 /i 


1/1 


ADC colon (BD, MD, PD) 


5/6 (a) 


0/0(C) 


D/D 


fi/fi 


Ca mama 


0/1 


.1/1 




1/1 


ADC pr6stata 


0/2 


n/o 
U/^ 




n/9 


Ca cervix 


0/2 




.n/o 


n/9 


ua nnon 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


Ca piel 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


Linfoma HDG 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


Linfoma no-HDG 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


Rabdomiosarcoma 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 


Liposarcoma 


0/1 


0/1 


0/1 


0/1 



Nota: Los nCimeros de la Tabia representan los casos de tinci6n positiva/casos totales estudiados.. 
De no exitir par§ntesis, las intensidades de tinci6n en los positivos fueron de entre 2+ y 3+; Ca: 
carcinoma; ADC: adenocarcinoma; HDG: Hodgkin; BD: bien diferenciado; MD: medianamente 
diferenciado; PD: pobremente diferenciado. (*): el marcaje aparece circunscrito a los productos de 
secreci6n luminal y a zonas apicales de algunas gtendulas; (a): los casos positivos presentaron 
■tinciones de intensidad clasificables como 1+; (b) reconocimiento de linfocitos y eosin6filos con 
intensidad ciasificable como 1+; (c) 2 de los 6 casos positivos presentaron tinciones de intensidad 
clasificable como 1+. 

EJEMPLO 8. Determinacion de la constante de aftnidad 

Para la determinacion de la constante de afinidad se utilizo un m§todo de ELISA no 
competitivo (Beatty JD et al. J. Immunol Meth. 100: 173-184, 1987) basado en la ley de 
acci6n de masas. La constante de afinidad Kaff es igual a IAgAb]/[Ag][Ab], donde AgAb 
es el complejo antigeno anticuerpo en L/mol (M" 1 ), [Ag] es la concentraci6n de antfgeno 
libre (mol), y [Ab] es la concentraci6n de anticuerpo libre (mol). 

Se emplearon cuatro diluciones dobles seriadas de CEA humano (Calbochem) en el 
recubrimiento de las placas de ELISA de polivinilo (Costar). Las placas se bloquearon 
utilizando PBS-leche descremada al 1%. Las muestras (scFv F3, scFv, diacuerpo, AcM 
CB/ior-CEA.1, todos purificados) se aplicaron a las placas a varias concentraciones. 
Luego de lavados, los pocillos correspondientes a las tres primeras muestras se 
incubaron con el AcM 9E10 (10 pg/mL), mientras que en aquellos correspondientes al 
CB/ior-CEA.1 se empleo solucion de bloqueo. En el siguiente paso se afiadi6 un 
anticuerpo anti IgG de raton conjugado con peroxidasa (Sigma), en dilucidn 1:2500 
durante 1 hora, a 37°C. El sustrato empleado fue OPD y se la reaccibn se desarroll6 
durante 15 minutos. La lectura de la absorbancia se realizd a 492 nm en un equipo 
LabSystems Multiskan MS. 

Los valores de densidad optica (DO) para cada caso se plotearon en el eje de las 
ordenadas (y), reflejandose en el eje de las abscisas (x) la concentraci6n expresada en 
ng/mL en una escala de logaritmo base 10. Se tom6 la DO 100 como aquella a la cual la 
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sefial se mantenla al maximo. Para cada curva se calculd la mitad de la DO 100 (DO 50). 
Se determinaron los valores de concentration de la muestra a DO 50 para cada curva, y 
se realizaron los calculos de la afinidad mediante la siguiente formula: Kaff= (n-1)/2(n), 
donde n= [Ab']t/[Ab]t. [Ab']t es el valor de concentracion de la muestra que corresponde a 
un valor de DO 50 para la concentracion mayor de antfgeno a comparar y [Ab]t es s el 
valor de concentraci6n de muestra que corresponde a un valor de DO 50 para la 
concentracion menor de antfgeno a comparar. Se realizaron las seis determinaciones de 
afinidad posibles para las 4 curvas obtenidas, estimandose la Kaff final como el promedio 
de estos. 

La Tabla VII refleja los valores de Kaff calculados para cada una de las variantes 
ensayadas. El scFv posee una Kaff de (5.0 ± 0.4) x 10 9 L mol 1 , mas de un orden y medio 
de magnitud mayor que la obtenida para el F3 (Kaff= (9.2 ± 0.8) x 10 7 L mol" 1 ). Este Oltimo 
valor se corresponde bSsicamente con el calculado para el F3 a partir de mediciones 
efectuadas por un procedimiento diferente (Perez L et al. Applied Biochem. Biotechnol. 24: 
79^82, 1996). EI diacuerpo posee una Kaff de (2.8 ± 0.3) x 10 10 L mol" 1 , mientras que para 
el AcM CB/ior-CEA.1 el valor de Kaff fue de (6.1 ± 0.5) x 10 10 L mol" 1 . 



Tabla VII. Valores de constante de afinidad ca 


culados para los desarrolladas 


Muestra ensayada 


Kaffdmor 1 ) 


AcM CB/ior-CEA.1 


(6.1 ± 0.5) x 10 10 1 


Diacuerpo 


(2.8 ± 0.3) x 10 10 


scFv 


(5.0 ± 0.4) x 10 9 


,ScFv F3 


(9.2±0.8)x10 7 



Kaff: constante de afinidad, calculada como promedio de seis determinaciones ± la desviaci6n. 
estendar (entre par6ntesis). 



EJEMPLO 9.- Determinacion del reconocimiento especffico in vivo de fragmentos y 
anticuerpo marcados con 125 l, en ratones C57BI/6 portadores del tumores inducidos 
por la inoculation de las celulas B16-CEA13. 

Para la determinaci6n del reconocimiento especffico in vivo de los fragmentos de 
anticuerpo, se marcaron con 125 l (Amersham, UK) mediante el m6todo de lodogen (Fraker 
PJ, Speck JC Jr. Biochem Biophys Res Comm 80:849-857, 1978) las siguientes 
moldculas: 

(a) scFv purificado de E. coli ; (actividad especlfica 1 .1 MBq/5 pg) 

(b) diacuerpo purificado de E. coli ; (actividad especfflca: 1 .2 MBq/5 pg) 

(c) AcM CB/ior-CEA.1; (actividad especffica: 1.8 MBq/5 pg) 
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(d) ScFv F3, purificado (Ayala et al. Biotechniques 13: 790-799, 1992; P6rez L et al. 
Applied Biochem. Biotechnol. 24: 79-82, 1996) (actividad especffica: 1.0 MBq/5 pg). 
Los productos radiomarcados se analizaron en cromatografla de capa delgada para 
determinar la incorporation a protefna, encontr£ndose valores de entire 95 y 98% de la 
radiactividad. La capacidad de los productos radiomarcados para detectar CEA se ensay6 
en un sistema donde se recubrieron inmunotubos de poliestireno con CEA (5 pg/mL; 
Calbochem), se bloquearon, y se les afiadieron muestras de los productos 
radiomarcados, ajustadas a las cantidades de anticuerpo que podfan ser atrapadas por 
esta fase s6lida. Luego de la incubacion y el lavado se determino que el 80, 79, 83, y 81% 
de la radiactividad se atrapaba por la fase solida, respectivamente, para las muestras (a)- 
(d) descritas arriba, demostrando que el procedimiento de radiomarcaje no afect6 
sensiblemente la actividad bio!6gica de los anticuerpos. 

Para estudiar la biodistribucidn se formaron 4 grupos de animates, cada uno con 12 
ratones C57BI/6 (CENPALAB, Cuba). Los animates se inocularon con 1 x 10 6 cSlulas 
B16-CEA13/animal, por via intra-axilar. Los tumores se hicieron visibles y palpables 
(aproximadamente 0.3-0.5 g) a los 7 dlas, luego de lo cual los ratones se inyectaron por 
la vena de la cola con el producto radiomarcado en cuesti6n, y se sacrificaron a las 12, 24 
y 48 horas, removiSndose quirurgicamente el tumor y los siguientes tejidos normales: 
bazo, hfgado, rinon, intestino, musculo, m§dula y sangre. La acumulacion de radiactividad 
se expres6 como porciento de la dosis inyectada por gramo de tejido. La calibracidn se 
realizd mediante una nriuestra estendar de la dosis inyectada. La radiactividad se 
determind empleando un contador de centelleo gamma. 

Las c6Iulas B16-CEA13 empleadas en estos experimentos se obtuvieron mediante la 
transfeccidn de un gen que codifica para los dominios extracelulares del CEA humano, 
clonado en el vector pDisplay™ (Cat. No. V660-20, Invitrogen). El gen se obtuvo por RCP 
a partir de ARN extrafdo de celulas CRL-1682, con oligonucleotidos disefiados a partir de 
la secuencia publicada para el CEA humano. El plasmidio recombinante pDisplay-CEA se 
purifico y transfectd a celulas de melanoma B16-F10 (ATCC CRL-6475) de rat6n C57B1/6 
empleando Lipofectamine PLUS™ (Gibco-BRL) y 5 [sg de ADN por transfeccion. La 
seleccibn de los transfectantes estables se realiz6 con 4.0 mg/mL de sulfate) de geneticina 
(G418; Gibco-BRL) por 14 dias, luego de los cual las celulas de cultivo sobrevivientes se 
clonaron por diluci6n limitante y aquellos clones que expresaban CEA humano en su 
superfcicie se identificaron mediante inmunofluorescencia indirecta, empleando el AcM 
CB/ior-CEA.1 como anticuerpo primario y anticuerpos anti IgG de rat6n conjugados con 
FITC (Sigma) para el revelado. Se encontro que un 73% de los clones presentaban mas 
del 80% de sus celulas con flurescencia de membrana especffica, indicando que 
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exponfan el CEA humano correctamente foldeado y glicosilado en su superficie. Como 
controles se emplearon las c61ulas B16-F10 sin transfectar. Las r6plicas de los clones 
seleccionados como positivos mediante inmunofluorescencia indirecta se multiplicaron e 
inyectaron de forma independiente a ratones C57BI/6, a razon de 1 x 10 6 c6lulas por 
animal, por la via intra axilar. De los 10 clones que dieron origen a tumores, se escogi6 
aquel con las caracterfsticas de crecimiento m£s rSpido y progresivo, que se denomin6 
B16-CEA13, para los experimentos que aquf se reportan. 

La FIGURA 6 muestra los porcientos de radiactividad recuperada por tejido estudiado, a 
los diferentes tiempos (respecto al total inyectado), y la relacion radiactividad en el 
tumorxadiactividad en sangre. Los resultados recogidos en la Tabla VIII demuestran que 
entre las 24 y 48 horas, la relaci6n de radiactividad en tumor:radiactividad en sangre se 
mantiene alta para el diacuerpo, el scFv, y el AcM, con los mayores valores para este 
Qltimo, seguido por la motecula dimerica. El scFv F3 obtenido anteriormente mostr6 
valores muy bajos, con un comportamiento in vivo inadecuado que se puede 
correlacionar con su afinidad disminufda por el CEA. 

Tabla Vlll. Relaci6n radiactividad en tumonradiactividad en sangre para ratones C57BI/6 
trasplantados con el melanoma de raton B16-CEA13, que expresa CEA humano. Los 
valores corresponden luego de 24 y 48 horas de inyectados los animates con las 
diferentes moleculas radiomarcadas con 125 l. Cada relaci6n se calcul6 a partir de los 
valores medios derivados de los tejidos recuperados de 12 ratones. 



Molecula 


24 horas 


48 horas 


scFv 


43.60 


53.50 


diacuerpo 


47.10 


61.17 


ScFv F3 


1.79 


2.62 


AcM CB/ior-CEA.1 


51.70 


71.30 
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REIVINDICACIONES 

FRAGMENTOS DE ANTICUERPO ESPECIFICOS PARA EL ANT1GENO 
CARC1NOEMBRIONARIO HUMANO (CEA) 

1 . Un fragmento de anticuerpo tipo scFv monom6rico obtenido a partir del ARN extrafdo 
del hibridoma productor del AcM CB/ior-CEA.1 especffico para al antfgeno 
carcinoembrionario (CEA) humano soluble, adsorbido a superficies s6lidas, o 
presente en c6luias, con una constante de afmidad por el CEA de (5.0 ± 0.4) x 10 9 L 
mol" 1 y un reconocimiento por dicho antfgeno dependiente de la conservaci6n de la 
glicosidaci6n del mismo. 

2. Un fragmento de anticuerpo tipo scFv monom6rico de acuerdo con la reivindicaci6n 
1, caracterizado porque su secuencia aminoacfdica es la referida en SEC ID No 16. 

3. Un fragmento de anticuerpo tipo scFv divalente (diacuerpo) obtenido a partir del ARN 
extrafdo del hibridoma productor del AcM CB/ior-CEA.1 especifico para al antfgeno 
carcinoembrionario (CEA) humano soluble, adsorbido a superficies s6lidas, o 
presente en c6lulas, con una constante de afinidad por el CEA de (2.8 ± 0.3) x 10 10 L 
mol" 1 y un reconocimiento por dicho antigeno dependiente de la conservacidn de la 
glicosidaci6n del mismo. 

4. Un fragmento de anticuerpo tipo scFv divalente (diacuerpo) de acuerdo con la 
reivindicaci6n 3, caracterizado porque las secuencia aminoacfdica es la referida en 
SEC ID No. 17. 

5. Fragmentos de anticuerpos de acuerdo con las reivindicaciones de la 1 a la 4 
caracterizados porque son empleados para la identificacidn de c6lulas tumorales que 
expresen CEA humano. 

6. Fragmentos de anticuerpos recombinantes o sinteticos especfficos para CEA 
humano caracterizados porque comprenden las secuencias aminoacfdicas de 
dominios variables VH y VL reportadas en SEC ID 16 y SEC ID 17, unidas 
artificialmente en forma de fragmentos Fab y otras variantes de scFv, anticuerpos 
biespecfficos, o fusionados a dominios activos desde el punto de vista biologico o 
bioqufmico. 

7. Fragmentos de anticuerpos de acuerdo con la reivindicaciones 1 a la 6 
caracterizados porque son producidos en bacterias y levaduras recombinantes, en 
otros microorganismos recombinantes, en celulas de mamfferos o insectos 
transfectadas, o en organismos modificados gen6ticamente. 
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8. Fragmentos de anticuerpos de acuerdo con las reivindicaciones 1 a la 7 
caracterizados porque adicionalmente contienen una marca radiactiva o detectable 
por otro m6todo, o un agente qulmico o biolbgico con potencial antitumoral. 

9. Composition farmaceutica que contiene fragmentos de anticuerpos de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a la 8, para el tratamiento de tumores humanos que expresan 
CEA. 

10. Composici6n farmaceutica que contiene fragmentos de anticuerpos de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a la 8, para la radiolocalizaci6n in vivo de tumores humanos que 
expresan CEA mediante tecnicas de imagenes. 

11. Reactivo para el diagn6stico in vitro o ex vivo que contiene fragmentos de 
anticuerpos de acuerdo a las reivindicaciones 1 a la 8, para la detecci6n de CEA 
humano unido o no a celulas. 

12. Celulas que expresan fragmentos de anticuerpos de acuerdo a las reivindicaciones 1 
a la 8, obtenidas mediante la manipulacidn genetica por via del ADN recombinants 
siendo estas c6lulas bacterias, levaduras, c§lulas de insectos, c§lulas de mamfferos, 
o c6lulas vegetales. 

13. Organismos multicelulares que expresan fragmentos de anticuerpos de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a la 8, obtenidos mediante la manipulaci6n genetica por vfa del 
ADN recombinante, siendo estos organismos animates transg6nicos o plantas 
transgSnicas. 

14. Vectores que codifican para fragmentos de anticuerpos de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a la 8, obtenidos mediante la manipulaci6n genetica por vfa del 
ADN recombinante, siendo estos vectores plasmidios o secuencias capaces de 
integrarse en c^Jtffel^^^deras. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 



<110> CENTRO DE INGENIERIA GENET I CA Y BIOTECNOLOGIA 

<120> FRAGMENTOS DE ANTICUERPO ESPECf FICOS PARA EL ANTlGENO 
CARCINOEMBRIONARIO HUMANO (CEA) 

<130> diabody 

<140> 01 

<141> 2002-04-03 
<160> 21 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 1 

ggggatatcc accatgract tcgggytgag ctkggtttt 



<210> 2 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 2 

ayctccacac acaggrccag tggatagac 



<210> 3 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 3 

ggggatatcc accatggagw cacakwctca ggtctttrta 



<210> 4 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
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<400> 4 

actggatggt gggaagatgg a 



<210> 5 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: linker I 
<400> 5 

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Val Asp 
1 5 10 



<210> 6 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: linker II 
<400> 6 

Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 



<210> 7 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 7 

tctcacagtg cacaggaagt gaagctggtg gagtctggg 



<210> 8 
<211> 63 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 8 

gtcgactttg gattcggagc ctgatcctga ggatttaccc tctgaggaga ctgtgagagt 60 

ggt 63 



<210> 9 
<211> 62 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 



<220> 
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<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 9 

gagggtaaat cctcaggatc aggctccgaa tccaaagtcg acgacattgt gatgacccag 60 
tc 62 



<210> 10 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 



<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 10 

aaggaaaaaa gcggccgctt tcagctccag cttggtt 



<210> 11 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 11 

agagccgccg ccacctgagg agactgtgag agtggt 36 



<210> 12 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 12 

ggtggcggcg gctctgacat tgtgatgacc cagtct 36 



<210> 13 
<211> 108 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: vector 
<400> 13 

cctttctatt ctcacagtgc acaggaaatc aaagcggccg cagggtccga acaaaaactc 60 
atctcagaag aggatctgaa ttcccatcat catcaccatc actaataa 10 



<210> 14 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 



40 



<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 14 

gttgttcctt tctattctca c 



<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 15 

ctcttctgag atgagttttt gttc 



<210> 16 
<211> 241 
<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: scFv 
<400> 16 

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly 
15 10 15 

Ser Leu Lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Asn Arg Tyr 
20 25 30 

Ala Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val 
35 40 45 

Ala Phe He Ser Ser Asp Gly He Ala Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn He Leu Tyr Leu 
65 " 70 75 80 

Gin Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

Arg Val Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly 
100 " 105 HO 

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser 
115 120 125 

Glu Ser Lys Val Asp Asp He Val Met Thr Gin Ser Pro Lys Phe Met 
130 * 135 140 

Ser Thr Ser Val Gly Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gin 
145 150 155 160 

Asn Ala Gly Thr Asn Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
165 170 175 
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Pro Lys Ala Leu lie Tyr Ser Ala Ser Ser Arg Asn Ser Gly Val Pro 
180 185 190 

Asp Arg He Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr He 
195 200 205 

Ser Asn Val Gin Ser Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gin Gin Tyr 
210 215 220 

Asn Ser Tyr Pro Leu Val Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu 
225 230 235 240 



Lys 



<210> 17 
<211> 232 
<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: diabody 
<400> 17 

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly 
1^5 10 15 

Ser Leu Lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Asn Arg Tyr 
20 25 30 

Ala Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val 
35 40 45 

Ala Phe He Ser Ser Asp Gly He Ala Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn He Leu Tyr Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

Arg Val Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly 
100 105 HO 

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp He Val Met 
115 120 125 

Thr Gin Ser Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly Asp Arg Val Ser 
130 135 140 

Val Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Ala Gly Thr Asn Val Ala Trp Tyr 
145 150 155 160 

Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu He Tyr Ser Ala Ser 
165 170 175 

Ser Arg Asn Ser Gly Val Pro Asp Arg He Thr Gly Ser Gly Ser Gly 
180 185 190 
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Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Asn Val Gin Ser Glu Asp Leu Ala 
195 200 205 

Glu Tyr Phe Cys Gin Gin Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu Val Thr Phe Gly 
210 215 220 

Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys 
225 230 



<210> 18 
<211> 35 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 18 

catgccatgg ggaatccgaa gtgaagctgg tggag 



<210> 19 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: oligo 
<400> 19 

catgccatgg atcccggggt gatggtgatg gtgatg 



<210> 20 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: diabody MS 
<400> 20 

gactggttcc aattgacaag c 



<210> 21 
<211> 255 
<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: diabody MS 
<400> 21 

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly 
1^5 10 15 



Ser Leu Lys Phe Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Pro Phe Asn Arg Tyr 
20 25 30 
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Ala Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val 
35 40 45 

Ala Phe lie Ser Ser Asp Gly lie Ala Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn lie Leu Tyr Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

Arg Val Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly 
100 105 HO 

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp He He Met 
115 120 125 

Thr Gin Ser Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly Asp Arg Val Ser 
130 135 140 

Val Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Ala Gly Thr Asn Val Ala Trp Tyr 
145 150 155 160 

Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu He Tyr Ser Ala Ser 
165 170 175 

Ser Arg Asn Ser Gly Val Pro Asp Arg He Thr Gly Ser Gly Ser Gly 
180 185 190 

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Asn Val Gin Ser Glu Asp Leu Ala 
195 200 205 



Glu Tyr Phe Cys Gin Gin Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu Val Thr Phe Gly 
210 215 220 

Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Ala Ala Ala Gly Ser Glu Gin Lys 
225 " 230 235 240 

Leu He Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser His His His His His His 
245 250 255 




FIGURA1. 




pJG-1m 



Final del oeptido sefiaj (SP) v sitio * mstriccibn Anal 1 - Notl v dos codones, 

CCTTTCTATTCTCACAGTGCACAGGAAATCAAAGCGGCCGCAGGGTCC 

Peptido c-mvc v un codon extra: 

GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTCC 

Dominio de 6 histidinas (6 HisI v dos codones de parada: 

CATCATCATCACCATCACTAATAA 
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FIGURA 2. 



(1) Fragmento scFv monovalente (SEC ID NO. 16): 

»vifTVES6GDLVKP66SLKFSCAASGPPFNRYA 

mIwvrqtpekrIewvafissdgiayyadsvkgr 
?t?Ir5narnilylqmsslrsedtamyycarvy 

YYGS SYFDYWGQGTTLTVS S EGKSSGSGSESKV 
DDIVMTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNAGTN 



GSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPLVT 
FGAGTKLELK 



SASSRNSGVPDRITGS 



(2) Fragmento scFv divalente (diacuerpo) (SEC ID NO. 17): 

pvwTVESGGDLVKPGGSLKFSCAASGFPFNRYA 
MSWVRQTPEKRLEWVAFI S S DGIAYYADSVKGR 

f?isrSnIrnilylqmsslrsedtamyycarvy 

YYGSSYFDYWGQGTTLTVSS G G G G S D I V M T Q S P 

kfmI^svgdrvsvtckasqnagtnvawyqqkpg 
qIpkIliysassrnsgvpdritgsgsgtdftlt 
?InvSsedlaeyfcqqynsyplvtfgagtklel 



K 
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FIGURA 4. 



II II — II 

@ge r cf»fay efras* aftfcw- ipft w : 




Pico# 


m/zexp 


m/zte6rica j 


Z 


Error 
absoluto 


Asignaci6n 


1 


744.38 


744.36 


1 


0.02 


179-185 


2 


502.33 


502.32 


1 


0.01 


229-232 




921.44 


921.42 


2 


0.02 


241-255 


3 


999.48 


999.45 


1 


0.03 


134-142 


4 


623.34 


623.34 


1 


0.00 


67-71 


5 


967.51 


967.51 


1 


0.00 


170-178 


6 


1130.55 


1130.55 


2 


0.00 


149-169 




778.43 


778.43 


2 


0.00 


4-19 


7 


833.40 


833.39 


2 


0.01 


149-163 


8 


870.70 


870.69 


3 


0.01 


f20-31)-S-S-(87-97) 


9 


912.45 


912.43 


1 


0.02 


32-38 


10 


669.38 


669.36 


2 


0.02 


76-86 


894.48 


894.47 


1 


0.01 


76-82 


11 


1291.60 


1291.59 


3 


0.01 


98-133 


12 


1311.65 


1311.62 


4 


0.03 


(143-148)-S-S-(186- 
228) 


13 


1195.61 


1195.60 


2 


0.01 


(44-64) 


14 




1117.55 


2 


0.02 


(45-64) 
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FIGURA5. 



FIGURA 6. 
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